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Zur Kenntnis biologisch wichtiger Oxydationen. ') 
II. Mitteilung. 


Uber die Reindarstellung und die chemische Konstitution 
der Medicago-Laccase. 


Von 


Hans Euler und Ivan Bolin. 





(Aus dem biochemischen Laboratorium der Hochschule Stockholm.) 
(Der Redaktion zugegangen am 14. Juni 1909.) 








Uber die chemische Zusammensetzung von sogenannten 
Oxydasen ist bis jetzt folgendes bekannt geworden: 

G. Bertrand nimmt in seinen ersten Mitteilungen?) an, 
dai die Laccase zu den Eiweifistoffen gehdért und dai somit 
der Stickstoffgehalt seiner Laccasepraparate nicht von Verun- 
reinigungen herriihrt. In seiner letzten diesbeziiglichen Unter- 
suchung aufert er in bezug auf die chemische Natur seiner 
Laccase: Est-ce un acide de la série des polysaccharides ? 
est-ce un acide aminé, une substance protéique ? C’est un point 
au sujet duquel nous sommes pour le moment réduits aux 
suppositions. » 3) 

Wesentlich «andere Werte erhielt fiir die sogenannte 
Schinoxydase Sarthou,*) namlich 6,18 °%/o N und 0,2°/o S 
nebst Asche, und er schlofi auf ein Nucleoproteid. 

Aso und Loew halten die Oxydasen fiir Albumosen. 

Auch nach Rosenfeld®) enthalt die Oxydase aus Ra- 
phanus sativus Stickstoff, indessen soll sie krystallisierbar 


und kein Protein sein. 





') Aus Svenska Vetenskaps-Akademiens Arkiv f. Kemi, Bd. III, Nr. 19, 
Februar 1909. 

*) Annales de Chimie et de Physique (7), Bd. XII (1897). 

*) Annales de l'Institut Pasteur, Bd. XXI, S. 673 (1907). 

*) Journ. Pharm. chim. (6), Bd. XIII, S. 464. 

®) Dissertation. Petersburg 1906. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. LXI. 
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Slowtzoff!) hat aus den Kartoffeln eine «Laccase» er- 
halten. Sein reinstes Priparat enthielt 12,8°/o N und 0,53°/o S. 

Nach Tschirch und Stevens?) zeigt die Oxydase der 
japanischen Rhuspriparate die Pyrrolreaktion. Nun besteht 
nach Chodat und Bach diese Oxydase aus einer Peroxydase 
und einer Oxygenase, von welchen auch die Peroxydase 
allein die Pyrrolreaktion geben soll (Bach).*) Chodats Per- 
oxydase aus Cochlearia armoracia gibt keine Eiweifreak- 
tionen.*) Aus dem Chodatschen Laboratorium kommt endlich 
neuerdings eine Untersuchung von E. de Stoecklin, nach 
welcher diese Oxydase kein Eiweifkérper, aber auch nicht 
krystallisierbar, sondern ein amorpher Stoff ist, welcher be- 
sonders von Phosphaten der Metalle Ca, Mg, Na und K be- 
gleitet ist. 

Wie ersichtlich sind die vorliegenden Angaben tiber die 
Zusammensetzung der Oxydasen auferordentlich schwankende. 
Sie sind auferdem, soweit sie sich auf Oxydasen vom Medi- 
ecago-Typus beziehen, fast ausnahmslos unzutreffend. 

Als Material haben wir die Medicago-Laccase in Arbeit 
genommen. Es ist dies die Laccase, welche Bertrand im An- 
schluB an seine Studien tiber Rhus-Laccase zuerst studiert 
hat und tiber deren Darstellung die genauesten Angaben vor- 
liegen. Geniigende Quantitiiten von Medicago sativa — wir 
haben aus 45 kg bliihenden Pflanzen nur die Blitter von etwa 
22 kg Gewicht verwendet — wurde uns in dankenswerter 
Weise vom landwirtschaftlichen Institut in Ultuna geliefert. 


Darstellung der Medicago-Laccase. 

Die Darstellung des Enzyms aus Medicago sativa — 
einer Ernte, welche sich im Beginn der Bliite befand — gb- 
schah anfangs genau nach den Vorschriften von G. Bertrand.°) 
Die ganz frischen, von den Stengeln befreiten Pflanzen — es 


') Diese Zeitschrift, Bd. XXXI, S. 227 (1901). 

*) Arch. de Pharm., Bd. XLIII, S. 504 (1905), 

8) Arch. de sc. phys. et nat. 1907 und Ber. d. Deutsch. chem. Ges., 
Bd. XLI, S. 226 (1908). 

4) Schweiz. Woch. Chem. u. Pharm., Bd. XLIII, 1905. 

°) Bull. Soc. chim. de Paris (3), Bd. XVII (1897), 











RE Sauce oi ae ae Sepa ere 363 
' = 


Vea 





: e See 











Zur Kenntnis biologisch wichtiger Oxydationen. IL 3 


wurden zuerst 8 kg in Arbeit genommen — wurden zerklei- 
nert, gehackt und abgepreBbt. Der PreBsaft schied beim Stehen 
dunkle Flocken ab, von welchen er durch Filtrieren befreit 
wurde. Wir fallten hierauf, wie Bertrand angibt, mit Alkohol, 
saugten den reichlichen Niederschlag ab, brachten den griBten 
Teil wieder mit Wasser in Lésung und fallten nochmals. Diese 
Umfillung wurde dreimal wiederholt. Das so erhaltene Priipa- 
rat ist nach dem Trocknen im Exsikkator ein staubfeines, weifes, 
in Wasser sehr leicht lésliches und sehr hygroskopisches Pulver. 
Mit diesem Priiparat wurden die ersten Versuche angestellt. 
is zeigte die von Bertrand angegebenen katalytischen Eigen- 
schaften bei der Oxydation von Hydrochinon.') Fir die weitere 
Ausarbeitung der Methodik war der Befund ausschlaggebend, 
dai eine Lésung unseres Priparates in seiner oxydierenden 
Wirkung durch kiirzeres Kochen nicht geschwacht wurde. 

Wir konnten demgemiB, bei einer folgenden Darstellung, 
bei welcher wir von 12 kg stielfreien Medicago-Pflanzen aus- 
gingen, den Prefsaft durch kurzes Kochen von Eiweilstoffen 
befreien, die, wie wir uns tberzeugten, mit der Oxydations- 
wirkung auf Hydrochinon in keinem Zusammenhang standen. 
Die beim Kochen eintretende Fallung lést sich tibrigens nicht 
mehr in kaltem Wasser. Der PreBsaft wurde darauf noch ein 
wenig eingeengt und hierauf mit gut wirkender Tierkohle ge- 
kocht. Die Kohle war sehr sorgfaltig gereinigt durch Kochen 
mit schwacher Salzsiure und dann mit destilliertem Wasser 
bis zum Verschwinden jeder Chlorreaktion. Der ganz farblose 
PreSsaft wurde dann mit dem dreifachen Volumen 96°/oigem 
Alkohol gefallt, der schneeweiBe Niederschlag nach mehreren 
Stunden abgesogen und im Vakuum-Exsikkator getrocknet. 

Das so gewonnene Medicago-Priaparat wurde, bevor 
noch Versuche tiber seine Einheitlichkeit angestellt waren, einer 
Totalanalyse unterworfen. 

Zunichst wurde der Aschengehalt der Substanz festge- 
stellt, und die qualitative Priifung ergab an Metallen nur Calcium 
nebst geringen Beimengungen von Eisen. So ergaben 0,7076 g 





') Vgl. Diese Zeitschrift, Bd. LVII, S. 92 (1908). 
1* 
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der bei 60° getrockneten Substanz 0,2174 g CaO und 0,0063 g 
FeO, entsprechend 21,95°/o Ca und 0,62°/o Fe (Analyse IV). 

Die Elementaranalysen wurden teils mit Kaliumbichromat 
ausgefiihrt, teils so, daB die reine Substanz im Sauertoffstrom 
verbrannt wurde, worauf aus dem Riickstand das noch gebun- 
dene Kohlendioxyd nach Mohr ermittelt wurde (III). Das Ana- 
lysenmaterial fiir | und II war bei 60°/o getrocknet worden, 
Material III bei 100°. 


Gefunden in °/o I I] Ill IV 
¢ 24,3 23,0 22,7 — 
H 8.1 3,1 2,9 — 
Ca — a 21,97 21,95 


Die Analysenresultate deuteten bereits darauf hin, daB das 
Praparat aus neutralen Calciumsalzen mehrbasischer Pflanzen- 
siuren bestand und zwar stimmen sie, in Anbetracht dessen, 
dah unser natiirliches Praéparat nicht einheitlich sein konnte, 
auffallend gut auf das neutrale Calciumglykolat, welches enthalt: 

C H Ca 
°f0 «25,3 3,2 21,05 

Die darauf folgende Fraktionierung der Substanz und 
Isolierung der in derselben enthaltenen Sauren bestiatigte in 
der Tat, dafi diese Medicago-Laccase zum grdBberen Teil aus 
Calciumglykolat bestand. Daneben enthalt sie aber auch nicht 
unbetrachtliche Mengen von Calciumsalzen von zweibasischen 
und dreibasischen Séuren, welche die analytischen Differenzen 
erkliren, wie unten gezeigt wird. 

Dieses Ergebnis wurde auch sehr gut bestitigt durch die 
Fiillung des Laccasegemisches mit Silbernitrat. Die Laccase 
wurde partiell gelést und der im Filtrat anwesende Teil in das 
Silbersalz iibergefiihrt; da hierbei das Calciumglykolat von den 
schwerer ldslichen Calciumsalzen gréBtenteils befreit worden 
war, zeigte die Analyse des erhaltenen Silbersalzes eine be- 


friedigende Ubereinstimmung mit Silberglykolat. 


Analyse: 
C,H,O,Ag : Berechnet Gefunden 
( 13,11 °/o 14,3 °/o 
H 1,640 1,5%o 
Ag  59,0°/o 59,8 °/0 
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Zur Kenntnis biologisch wichtiger Oxydationen. II. o 


Scheidung und Isolierung der Pflanzenséuren der Medicaga-Oxydase. 


Da die Silbersalze der Medicago-Sauren wegen ihrer 
Schwerloslichkeit und ihrer Reduzierbarkeit zur Trennung der 
Siiuren ungeeignet waren, die Calciumsalze anderseits zur frak- 
tionierten Krystallisation zu leicht léslich sind, wurden die 
Calciumsalze der Laccase in die Baryumsalze iibergefiihrt, und 
zwar nach folgender Methode. Fiir die Unterstiitzung bei der 
Isolierung und Analyse der Baryumsalze sind wir Dr. Astrid 
Euler zu Dank verpflichtet. 


Methode. 


Von dem in oben beschriebener Weise dargestellten, ge- 
reinigten Medicago-Praparat wurden 2 Portionen von je 6 g 
in je 20 g Wasser geldst, wobei die Losung noch opalisierte. 
Dieselbe wurde in der Kaltemischung gut abgekiihlt und mit 
einer ebenfalls gekiihlten L6sung von 4 g Schwefelsiiure in 10 g 
Wasser versetzt (etwas mehr als die berechnete Menge). Ks 
fiillt sofort Calciumsulfat aus, zur Vervollstindigung der Fallung 
wurden 150 cem kalten Alkohols zugefiigt und alles eine Stunde 
in die Kaltemischung gestellt. Der quantitativ gefillte Gips 
wurde abgesogen. (Trockengewicht 5 g.) Das Filtrat wurde 
mit Baryumearbonat versetzt und dann auf dem Wasserbade 
vorsichtig eingedunstet. Nach weitgehendem Eindampfen unter 
stetigem Umriihren trat eine lebhafte Kohlensiureentwicklung 
ein, und die Masse nimmt durch Ausfallen der organischen 
Baryumsalze eine breiartige Konsistenz an. Die Masse wird 
im kochenden Wasserbad dreimal mit je 200 ccm Wasser aus- 
gelaugt; man filtriert von der kérnigen Masse ab und konzen- 
triert die Filtrate in flachen Schalen, wobei bald eine charakte- 
ristische halbkrystallinische Haut auftritt. Nach Einengen auf 
etwa 75 ccm und Abkiihlen wird das krystallinische Rohprodukt 
abgesogen, seine Menge betrug 3g. Die weiter eingeengte, 
etwas bréunliche Mutterlauge erstarrte bei Alkoholzusatz zu 
einem dicken Brei von weifen Baryumsalzen, welche nach Ab- 
saugen, Waschen mit Alkohol und Abpressen 3 g wogen. Das 
Filtrat enthielt noch etwa 1 g durch Alkohol nicht fallbaren Sirup. 

Es wurden also im ganzen aus 2mal 6 g Calciumsalzen 
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12 g rohe, lésliche Baryumsalze erhalten, welche im folgenden 
unter der Bezeichnung A naher besprochen werden. Da aber 
nach der S. 4 erw&hnten Totalanalyse aus 12 g Calciumsalzen 
18 g Barvumsalze zu erwarten gewesen waren, so ist offenbar 
ein Drittel der gesamten Baryumsalze als unldslich zusammen 
mit dem tiberschiissigen Baryumcarbonat abfiltriert worden. 
Die nihere Untersuchung dieser unl6slichen Salze behalten wir 
uns noch vor. Indessen kann schon jetzt angegeben werden, 
dafi ein grofer Teil der genannten Fraktion aus Citrat bestand. 

Fiihrt man némlich die Neutralisation der durch Schwefel- 
siure in Freiheit gesetzten Sauren nicht mit Baryumcarbonat, 
sondern mit Baryumhydroxyd aus, so erhilt man neben den 
kornig krystallinischen loslichen Baryumsalzen auch eine unldés- 
liche Fallung von fast gallertartigem Aussehen, ganz dhnlich 
derjenigen, welche man mit Citronensiéurelésungen erhalt. Be- 
sonders zu suchen sind ferner in dieser Fraktion noch Wein- 
siure und Tartronsaure, deren Baryumsalze auferst schwer 
ldslich sind. 

Die weitere Zerlegung des léslichen Baryumsalz- 
gemisches A geschah durch fraktionierte Krystallisation. 

Die zuerst erhaltene schwerlésliche Fraktion lief sich 
durch zweimaliges Umlésen in 2 Salze aufteilen. Am wenigsten 
loslich war ein Salz, welches folgendes Verhalten zeigte. Seine 
heife L6sung bedeckt sich beim Eindunsten mit einer gut zu- 
sammenhiangenden mikrokrystallinischen Haut und bildet spater 
weiche, diinne Krystallschuppen, welche nach dem Absaugen 
und Waschen mit Alkohol nicht die harte, sandige Beschaffen- 
heit der Tartrate und Malate besitzen. Die Schuppen lésen 
sich nicht merkbar in kaltem Wasser und erst langsam beim 
Kochen. 

Analyse: 0,1544 g abgeprefites, lufttrockenes Salz verlor 
bei 100° 0,0182 g Wasser = 11,8°/o H,O. Berechnet fiir 
C,H,O,Ba + 2H,O. 2H,O = 11,7°%o. 0,1336 g bei 100° ge- 
trocknet gab 0,1134 g BaSO, = 50,0°/o Ba. 

Um die Natur dieses Baryumsalzes zu ermitteln, wurde 
die Séure selbst durch die genau berechnete Menge Schwefel- 
siiure in Freiheit gesetzt. Die filtrierte L6sung wurde vorsichtig 
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bei D0—60° eingedampft, bis Sirupkonsistenz erreicht war, 
und hierauf mit Ather ausgezogen. Der grifte Teil liste sich 
in Ather ohne besondere Schwierigkeit und erstarrte nach Ab- 
dunsten des Lésungsmittels beim Reiben in der Kiilte bald 
krystallinisch. Die stark sauer schmeckenden Krystiillchen 
wurden im Vakuumexsikkator getrocknet. Im Kapillarrohr er- 
hitzt, begannen sie erst tiber 110° zu erweichen und schmolzen 
unscharf bei 120°. Schon bei dieser Temperatur fingen sie an 
Kohlendioxyd zu entwickeln. Bei der Elementaranalyse wurde 
die Kohlenséureentwicklung bei dieser relativ niedrigen Tempe- 
ratur so lebhaft, daB die Absorption des Gases sogar im Thiele- 
schen Apparat nicht ganz vollstaindig war. Die Analyse gab 
deshalb einen etwas zu kleinen Wert fiir C. Zu einer Kontroll- 
analyse mui erst neues Material beschafft werden. 

Analyse: 0,1690 g bei 100° getrocknete Siiure gaben 
0,1549 g CO, und 0,0459 g H,O. 


Berechnet fiir C,H,O, Gefunden 
c 26,5 °/o 25,0 /o 
H 2.9 %o 3,00 


Sowohl aus den Eigenschaften und der Zusammensetzung 
der freien Saéure als aus dem Verhalten und der Analyse des 
Baryumsalzes (gefunden 50,0°/o Ba, berechnet fiir Baryum- 
mesoxalat + H,O 50,6°/o Ba) kann kaum ein anderer Schlui 
gezogen werden, als dai die untersuchte Substanz mit Mes- 
oxalsaéure identisch ist. Besonders entscheidend ist die ver- 
hiltnismaBig erhebliche Loslichkeit in Ather und die leichte 
Zersetzlichkeit der Siure unter CO,-Entwicklung. Durch dieses 
Verhalten unterscheidet sie sich z. B. deutlich von der Apfel- 
siure, deren Baryumsalz sehr angendhert den gleichen Baryum- 
gehalt besitzt. 

Zur weiteren Sicherstellung des gewonnenen Ergebnisses 
wurde das Baryumsalz der Mesoxalséure (aus Alloxan) syn- 
thetisch dargestellt. Dasselbe verhielt sich mit unserem Salz 
in jeder Hinsicht identisch. 

Durch diesen Befund ist die Mesoxalsiure zum ersten 
mal im Pflanzenreich nachgewiesen worden. Die Gegenwart 
dieser Sdure im Pflanzenorganismus beansprucht ein bedeutendes 
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Interesse besonders in Anbetracht der gleichzeitigen Anwesen- 
heit von Glyoxylsaure im selben Pflanzenpraparat. Beide Séuren 
sind besonders zur Vermittlung des bei der Atmung sstatt- 
findenden Gasaustausches geeignet. Einerseits zersetzt sich 
Mesoxalsdiure ungemein leicht unter Kohlenséureentwicklung 
und iibertrifft in dieser Hinsicht sogar die Oxalsiure, ander- 
seits liefert die Mesoxalséure bei ihrer leicht eintretenden Zer- 
setzung neben Kohlendioxyd Glyoxylséure, welche als Aldehyd- 
siure stark reduzierende Eigenschaften besitzt, und also in 
Gegenwart eines geeigneten Katalysators Luftsauerstoff auf- 
nimmt, indem sie in Oxalséure itibergeht. 

| Im schwerlislichen Anteil war auSer Mesoxalsiure Apfel- 
siure vorhanden, dessen Baryumsalz sich in rauhen Krusten 
am Boden des Krystallisationsgefifes ausschied. Mit den zu 
Gebote stehenden Mengen konnte jedoch das Salz noch nicht 
analysenrein erhalten werden, sondern war immer einerseits 
mit etwas Mesoxalat, anderseits mit dem Baryumsalz der 
Glykolsdiure vermengt (vgl. unten). Eine umkrystallisierte Quan- 
titiit enthielt bei 100° getrocknet 49,4°/o Ba; fiir reines, wasser- 
freies Baryummalat berechnet sich 51,0°/o. Zur Erginzung wird 
die freie Saéure noch isoliert und verarbeitet. 

Die leichter lésliche Baryumsalzfraktion zeichnet sich durch 
folgendes Verhalten aus. Sie lift sich in der Wirme sehr 
weitgehend einengen, ohne krystallisierende Salze auszuscheiden, 
zum Unterschied von den Salzen der zwei- und mehrbasischen 
Pflanzenséuren. Zuletzt erhalt man eine dickfliissige Losung 
mit starker Oberflachenspannung, die beim Umriihren zuerst 
klebrige, amorphe Salze ausscheidet. Beim Abkiihlen und beim 
Zusatz von ein wenig Wasser vermehrt sich die Salzfallung 
stark und wird zugleich krystallinisch. Diese Krystallflocken 
lésen sich ziemlich leicht in Wasser. Nach Umkrystallisieren 
wurde das Salz analysiert. 

0,1323 g lufttrockenes Salz verlor bei 100° 0,0125 g H,O 
= 9,45°/o. Der Riickstand gab 0,0960 g BaSO,. Das bei 100° 
getrocknete Salz enthielt also 47,2°/o Ba, ein Wert, welcher 
mit dem fiir Baryumglykolat berechneten (47,8°/o) am besten 
iibereinstimmt. Der endgiiltige Beweis, daB es sich hier um 
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Glykolat handelt, kann indessen erst durch die Isolierung 
der Saure selbst erbracht werden. Bis dahin duBern wir 
unsere Vermutung mit aller Reservation. 

Die leichtest loslichen Baryumsalze der Mutterlauge des 
vorhergenannten Salzes wurden zuletzt durch Alkohol gefillt, 
gewaschen und bei 100° getrocknet. Auch hier stimmte die 
Analyse auf Baryumglykolat. 

Die nihere Beschreibung der Séuren dieser leichter lés- 
lichen Baryumsalzfraktion bleibt einer folgenden Mitteilung vor- 
behalten. Daf sich Glyoxylséure darunter befindet, kann 
schon jetzt als sehr wahrscheinlich bezeichnet werden. 

Gleichzeitig mit der Medicago-Laccase haben wir auch 
andere idhnliche Oxydasen aus verschiedenen Pflanzenteilen 
dargestellt. Wie vorliufige Versuche, besonders mit der Oxy- 
dase aus Sedum telephium, ergeben haben, bestehen auch 
diese Oxydasen aus Salzen (allerdings nicht nur Calciumsalzen) 
von Oxysiuren. 

Steht es nun einerseits fest, daB die gereinigten Laccasen 
vom Medicago-Typus aus Salzen ein- und mehrbasischer 
Oxysiiuren bestehen, so ist natiirlich sofort zu untersuchen, ob 
nicht durch den Reinigungsprozef wesentliche, wirksame Teile 
des Praparates entfernt worden sind. Wir kénnen sagen, daf 
dies nicht der Fall ist; was die Kohle absorbiert, sind einer- 
seits die Reste von dextrinartigen Stoffen, welche durch die 
Vorbehandlung mit Alkohol nicht vollstandig entfernt worden 
sind, anderseits Bruchteile derjenigen Salze, welche das reine 
Praiparat ausmachen. Man kann dies erstens dadurch zeigen, 
dai man die Wirksamkeit der durch die Kohle absorbierten 
Stoffe mift. Zweitens aber dadurch, dafi man quantitative 
Vergleiche zwischen der Wirkung der gereinigten und der 
rohen Oxydase anstellt. 

Nun haben wir bereits vor einem Jahr und ganz unab- 
hingig von den Ergebnissen der vorliegenden Untersuchung 
gefunden,!) daf die neutralen Salze der aliphatischen Oxy- 





') H. Euler und I. Bolin, Diese Zeitschrift, Bd. LVII, S. 80 [1908). 
Slehe das daselbst iiber die Ausfiihrung der quantitativen Messungen 
Gesagte. 
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sduren die gleichen Wirkungen austiben, wie die Medicago- 
Laccase. Wir erinnern an die I. c. Seite 94—98 mitgeteilten 
Tabellen. 

Im Anschlu$B an die Ergebnisse der vorliegenden Unter- 
suchung sind dann diese Messungen wiederholt worden und 
haben zu Zahlen gefiihrt, welche mit den friiher erhaltenen 
vollstindig tibereinstimmen. Von den Versuchen mit weiteren 
Salzen sei dann noch einer mit Calciummalat und einer mit 
Calciumglykolat angefiihrt, wahrend wir uns die ausfiihrliche 
Wiedergabe der quantitativen Oxydationsversuche fiir eine fol- 
gende Mitteilung vorbehalten. Bei Mesoxalséure scheint die 
Oxydationsreaktion in Gegenwart von Mangan eine erheblich 
kompliziertere zu sein. Tabelle 4, welche sich auf die oben 
angegebenen Hydrochinon- und Mangankonzentrationen bezieht, 
zeigt, daB eine Mischung dieser in der Medicago-Laccase ent- 
haltenen Calciumsalze die Wirkung der natiirlichen Laccase 
noch etwas tbertrifft. 

Die Versuche sind wie friiher mit Lésungen angestellt 
worden, welche in bezug auf Hydrochinon 0,2 normal, in be- 
zug auf Manganacetat 0,001 dquivalent-normal waren. Die 
Tabellen geben die in der Zeit t Minuten von 50 ccm Lésung 
absorbierten Kubikzentimeter Sauerstoff an. 


Tabelle 1. Tabelle 2. 
0,2 g Calciumglykolat in 50 ccm 0,2 g Calciummalat in 50 ccm 
t ccm O, t ccm O, 
5 Be | 5) 1,8 
10 A 10 2,9 
15 2,3 20 4,5 
20 2.6 30 5,7 
30 3,1 
Tabelle 3. Tabelle 4. 
0.1 g Calciumglykolat 0,2 g Laccase 


0.05 » Caleiummalat 
0.05 » Calciummesoxalat 


t ccm O, t ccm O, 

D 2,3 A) 1,3 
10 3,4 1( 2,2 
15 4,1 15 3,0 
20) 4.8 20 3,5 


30 5,9 30 4.9 
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In unserer vorhergehenden Mitteilung haben wir daraut 
hingewiesen, dali eigentlich keine Veranlassung vorliegt, die 
Oxydasen vom Medicago-Typus als Enzyme zu bezeichnen. 

Einerseits haben wir es hier offenbar mit einer reinen 
Definitionsfrage zu tun. Da fiir die Bezeichnung Enzym keine 
andere Bedingung existiert, als die Herkunft aus einem Organis- 
mus, und kein bindendes Kriterium — da ein Kriterium wie 
die Warmedenaturierung nicht befriedigen kann, haben wir 
bereits mehrfach hervorgehoben — so ist es schwer, zwischen 
Enzymen und anderen Katalysatoren des Tier- und Pflanzen- 
reiches eine Grenze zu ziehen. Durchaus berechtigt ist es ohne 
Zweifel, einen enzymatisch wirksamen Stoff, sei er wiirme- 
empfindlich oder nicht, sobald seine Konstitution klargelegt 
worden ist, aus der Reihe der Enzyme auszuscheiden und fort- 
an einfach unter die Katalysatoren zu rechnen. 

Anderseits haben sich Bezeichnungen wie Oxydase, Lac- 
case u. a. so eingebiirgert, dafi man sie ohne zwingende Ver- 
anlassung nicht aufgeben wird. Wir haben einstweilen die von 
Bertrand auch fir die Medicago-Oxydase eingefiihrte Be- 
zeichnung Laccase beibehalten, obwohl, wie in einer folgenden 
Mitteilung gezeigt wird, die Medicago-Laccase und die Rhus- 
Laccase sehr wenig beziehungen zu einander haben. 


Zusammenfassung. 

Es ist durch die vorliegende Untersuchung zum ersten- 
mal gelungen, iiber die chemische Natur einer Oxydase Auf- 
schluB zu erhalten. Die von G. Bertrand 1897 dargestellte 
Medicago-Laccase wurde namlich als ein Gemisch von Cal- 
ciumsalzen ein-, zwei- und dreibasischer Oxysiiuren erkannt. 
Unter den Siéuren sind besonders nachgewiesen: Citronen- 
siure, Apfelsiure und Mesoxalsiure. Die Gegenwart von viel 
Glykolséure wurde sehr wahrscheinlich gemacht. 

Wie zum Teil schon in einer friiheren Arbeit der Ver- 
fasser gezeigt worden ist, tiben die neutralen Salze dieser 
Sduren qualitativ und quantitativ die gleiche Oxydationswirkung 
auf Polyphenole aus, durch welche Bertrand seine Medicago- 
Laccase charakterisiert hat. 











Zur Kenntnis des Hippomelanins. 
I]. Mitteilung. 
Von 


Otto Riesser und Peter Rona. 








(Aus dem Institut fiir medizin. Chemie und experim. Pharmakologie zu Kinigsberg 
und dem biochem. Laboratorium des stadt. Krankenhauses am Urban, Berlin.) 
(Der Redaktion zugegangen am 20. Juni 1909.) 
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In einer ersten vorliufigen Mitteilung'!) hatten wir eine 
Methode angegeben, um Hippomelanin durch langeres Erhitzen 
mit 3°/oiger, schwach salzsaurer Wasserstoffsuperoxydlésung 
im Wasserbade zu spalten. Wir erhielten dabei eine braun- 
gelbe klare Lésung, die 56°/o des Melaninstickstoffs als Am- 
moniak, den Rest, also 44°/o, in Form N-haltiger organischer 
Verbindungen enthielt. Aus der vom Ammoniak befreiten 
Loésung gewannen wir durch Kochen mit CuO zwei Kategorien 
von Cu-Verbindungen, von denen die eine in Alkohol und 
Wasser unloslich, die andere in diesen beiden Liésungsmitteln 
leicht lislich war. Wahrend sich die den bei weitem griSeren 
Anteil bildenden unléslichen Cu-Verbindungen als ein Gemenge 
verschiedener Substanzen erwiesen, das nur wenige Prozente 
N enthielt und in seine Bestandteile bisher nicht aufgeldst 
werden konnte, ergab die in Alkohol und Wasser loésliche 
Fraktion, die neben CuCl, wohl hauptsichlich andere, alkohol- 
lésliche Chloride enthielt, nach dem Zerlegen mit H,S und 
dem Fallen mit Phosphorwolframsaure in saurer Lésung einen 
basischen Sirup. Hieraus gewannen wir ein orangerotes, schon 
krystallisierendes Pikrolonat vom Schmelzpunkt 267° und eine 
krystallinische, in Wasser leicht, in Alkohol nahezu unlésliche 
Platinchloridverbindung. 

Pikrolonat und Platinsalz ergaben jedoch in den aus ihren 
Analysenzahlen berechneten Formeln keine geniigende Uberein- 
stimmung, um auf eine bekannte einheitliche Base bezogen zu 
werden. Zudem zeigten die Failungsreaktionen des offenbar nicht 
einheithchen basischen Sirups keine eindeutigen Eigenschaften. 


') Vgl. Diese Zeitschrift, Bd. LVII, S. 143 (1908). 
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Erst im weiteren Verlauf unserer Untersuchungen ergaben 
sich Hinweise darauf, dafi zum wenigsten dem Platinsalz 
Guanidin zugrunde lag. In der Tat stimmen die Werte des 
von uns analysierten Pt-Salzes sehr gut mit den fiir Guanidin- 
platinchlorid berechneten Utberein. 

Gefunden (vgl. Mitteilung I): Pt = 36,95°%Jo Berechnet: Pt = 36,93°/o 
N = 16,14°/o N = 15,910 

Daf auch das Pikrolonat ein nicht ganz reines Guanidin- 
pikrolonat war, ist sehr wahrscheinlich. Der Schmelzpunkt 
(267°) liegt immerhin um mehrere Grade unterhalb des von 
Martin Schenck?) angegebenen (272—274°). Der N-Gehalt 
mit 29,93°/o nahert sich zwar dem berechneten: 30,39°/o, doch 
sind die gefundenen Werte fiir C und H bis zu 2°/o zu niedrig. 
Anderseits ist zu bemerken, da nur eine C- und H-Bestimmung 
mit der geringen Substanzmenge ausgefiihrt werden konnte 
und daB, wie auch Schenck bemerkt, die Substanz sehr schwer 
verbrennlich ist. 

In weiteren Spaltungsversuchen fahndeten wir zunichst 
ausschlieBlich auf Guanidin, um diesen Befund sicherzustellen. 
Da bekanntlich das Guanidinpikrat am ehesten eine Isolierung 
und Erkennung der Base ermdglicht, verzichteten wir in diesen 
Versuchen auf die umstindliche Darstellung der Cu-Verbindungen 
und vereinfachten das Verfahren in folgender Weise : 

Die, wie in Mitteilung I beschrieben, durch 20—24stiin- 
diges Erhitzen des Melanins mit 3°/oiger, schwach salzsaurer 
H,O,-Lésung erhaltene Lésung wurde durch Destillation mit 
MgO im Vakuum bei 43—45° von NH, befreit, das Mg durch 
Baryt, der tiberschiissige Baryt durch Schwefelsiure quantitativ 
entfernt und die hellgelbe Lésung zur Trockene eingedampft. 
Der Riickstand wurde griindlich mit absolutem Alkohol extra- 
hiert, der alkoholische Extrakt eingeengt, wiederuin mit Alkohol 
aufgenommen und der nach wiederholtem Einengen, Wieder- 
aufnehmen und Filtrieren verbleibende, vollig alkohollésliche 
jlickstand endlich in Wasser gelést. Aus der konzentrierten 
wisserigen Lésung fallt Pikrinséure sofort oder nach einigem 
Stehen einen ockergelben krystallinischen Niederschlag. Ein 





') Diese Zeitschrift, Bd. XLIV, S. 427 (1905). 
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hierbei ebenfalls entstehendes 6liges Pikrat erschwerte die 
quantitative Ausfillung des Guanidinpikrats. Durch wiederholtes 
Einengen der Filtrate gelang es jedoch, die Ausbeute zu er- 
hdhen. Die schlieBlich erhaltene krystallinische Fallung wurde 
zur Entfernung etwa mitausgeschiedener Pikrinsiure mehr- 
mals mit Alkohol gewaschen und endlich aus heifem Wasser, 
in dem die Krystalle schwer léslich sind, umkrystallisiert. In 
einem Vorversuch mit 20 g Melanin erhielten wir so 0,1 g 
Pikrat. Es zeigte die bekannten, charakteristischen, glitzernden 
Pliittchen des Guanidinpikrats. Sein Schmelzpunkt war bei 
280° nicht erreicht. Zur Analyse wurde es zweimal aus Wasser 
umkrystallisiert. 

0.0745 g gaben bei 763 mm Barometerdruck und 8° C. 17,8 ccm N. 

Gefunden: 28,87°/o N. Berechnet fiir CN,H, -C,H,N,0,: 29,17 °/o. 

Daraufhin wurden 100 g Melanin einer neuen Melanin- 
darstellung') in der gleichen Weise verarbeitet; sie lieferten 
11, g Pikrat. Es wurde zur Analyse zweimal aus Wasser um- 
krystallisiert. 

0.1594 g gaben 0,1707 g CO, und 0,0444 g H,O. 

Gefunden: C = 29,21° 0 Berechnet: C = 29,17 °/o 

H = 3,09°/o H = 2,78%o. 

Wir erhielten also aus 3 Spaltungen, und zwar aus zwei 
verschiedenen Melaninpraparaten, jedesmal eine Base, die, als 
Platinchloridverbindung sowie als Pikrat analysiert, sich als 
Guanidin erwies. 

Nur kurz sei hier auf unsere Versuche hingewiesen, in 
jenem Spaltungsversuch mit 100 g Melanin noch andere N-haltige 
Produkte zu fassen. So ist neben dem Guanidin in dem 
alkoholléslichen Anteil noch eine zweite Base enthalten, die- 
selbe, deren 6liges Pikrat schon erwaéhnt wurde und deren 
Anwesenheit bei unseren ersten Versuchen die Erkennung des 
Guanidins erschwerte. Entfernt man im Filtrat vom Guanidin- 
pikrat die Pikrinsiiure durch hiufiges Ausschiitteln mit Ather, 
so gibt die saure Lésung, bei vélliger Abwesenheit von NH,- 
Salzen, auch jetzt noch mit Phosphorwolframsdure eine relativ 





') Bei jeder Darstellung wurde das Rohmelanin mindestens 12 Stunden 
mit rauchender Salzsiure gekocht, dann chlorfrei gewaschen. 
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reichliche feinkérnige Fiillung. Die Zerlegung dieser Fiillung 
mit Baryt fiihrt zu einem braunlichen, stark basischen Riick- 
stand, der keine der Eigenschaften des Guanidins zeigt. Pikrin- 
siiure gibt eine Olige in Alkohol schwer lésliche Fillung. Die 
Platinchloridverbindung konnte nicht erhalten werden, ein al- 
koholunlésliches Platinsalz ist jedenfalls nicht vorhanden. Auch 
sonst gelang es bisher mit keinem der tiblichen Fallungsmittel, 
krystallinische Derivate zu erhalten. Das Chlorid erscheint beim 
Verdunsten der wisserigen Lésung in langen undeutlichen Nadein; 
es ist in Alkohol sehr leicht loslich. Die Erschépfung des 
Materials unterbrach unsere Versuche; sie werden fortgesetzt. 

Auf unsere zahlreichen sonstigen Versuche zur Isolierung 
anderer N-haltiger Substanzen, sowie die Erfahrungen, die wir 
durch Variation der Spaltungsmethode sammelten, sei vorliufig 
noch nicht eingegangen. Wir erwihnen nur, dai wir uns mit 
dem Studium einer Spaltung mit barytalkalischer H,O,-L6sung 
(einer barytalkalischen Aufschwemmung von BaQ,, wie sie 
beim Mischen von Baryt- und H,O,-Lésungen entsteht) be- 
schiftigten. Diese Spaltung verléuft vollstindig schon bei 
Zimmertemperatur und lief sich bequem im Brutofen durch- 
fiihren. Neben manchen Vorteilen, wie dem glatten Verlauf, 
der reichlichen Ausbeute an organischen Substanzen und einer 
gewissen Ubersichtlichkeit der Reaktion hat sie freilich den 
von vornherein zu erwartenden Nachteil, da trotz Einhaltens 
so niedriger Temperaturen die Ausbeute an N-haltigen, speziell 
an basischen Bestandteilen stark herabgesetzt ist. Auch in 
schwach salzsaurer, 3°/oiger H,O,-Lésung erfolgt die Spaltung 
des Melanins schon bei Brutofentemperatur, wenn man 
der Lésung ein wenig FeSO, zusetzt. Die dauferst schonend 
verlaufende Reaktion fiihrt zu einer vollig klaren, gelben Losung. 

Die néhere Beschreibung der hier erwahnten Verfahren 
behalten wir uns fiir eine spétere Mitteilung vor, sobald wir 
zu weiteren chemisch genau definierbaren Spaltungsprodukten 
gelangt sein werden. 











Die nachsten Homologen des «Sarkosins» und des «Kreatins>. 
Von 
Emil Gansser. 





(Aus dem physiologisch-chemischen Institut der Universitat Tiibingen.) 
(Der Redaktion zugegangen am 22. Juni 1909.) 








Im Jahre 1834 isolierte Chevreul!) aus der Fleisch- 
brihe einen Korper, der sich durch seine Eigenschaften wesent- 
lich von den bereits bekannten Verbindungen unterschied. 
Chevreul benannte denselben «Kreatin». Vergeblich suchten 
Berzelius?) und Simon diese Verbindung wiederzugewinnen. 
Wohler erhielt eine kleine Quantitét davon aus Ochsenfleisch, 
wahrend Schlof&berger*) bei der Untersuchung der Muskeln 
eines Alligators «aus mehreren Pfund Fleisch kaum 150 mg 
Kreatin» gewinnen konnte. 

Eine bequeme Methode zur Isolierung des Kreatins sowie 
eine genauere Beschreibung des Korpers brachte erst Liebig*) 
im Jahre 1847 in seiner klassischen Arbeit: «Uber die Be- 
standteile der Fliissigkeiten des Fleisches>. 

Auf Grund seiner Analysen erkannte Liebig die chemische 
Zusammensetzung des Korpers entsprechend der Formel: 
|C,H,N,O, - HO}. 

Nachdem schon Chevreul bemerkt hatte, daf das Kreatin 
unter dem Einfluf8 von Baryt eine Siéure gibt, «welche sehr 
verschieden von der Asparaginséure ist», erhielt Liebig bei 
der Spaltung des Kreatins mit Baryt erneut diese Saéure von 
der Zusammensetzung — C,H,NO,— und benannte dieselbe 





‘) Chevreul, Journ. de Pharm., Bd. XXI, 5S. 236. 
Ders. — Berzelius, J. b., Bd. XIII, S. 382 (1834). 
*) Berzelius, Handb., Bd. IX, S. 589 (1840). 
‘) Schlofhberger, Ann. d. Ch. u. Ph., Bd. XLIX, S. 343. 
*) Liebig, Ann., Bd. LXII, 8. 257—369 (1847). 
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«Sarkosin».1) Letzteres wurde 1862 von J. Volhard?) durch 
Kinwirkung von Methylamin auf Chloressigester synthetisch 
dargestellt und damit als Methylaminoessigsiure 


H 
CNHCH, 


COOH 
cekennzeichnet, wihrend das Kreatin, ebenfalls nach Volhards®) 
Synthese, aus Sarkosin und Cyanamid als eine Methylguanido- 
essigsiiure aufzufassen war: 

/ Mi, 


HN =C 
a te 


NCH, — COOH 


In der oben zitierten Arbeit zeigte Liebig, daf das 
Kreatin durch Einwirkung starker Mineralsiuren in eine neue 
Verbindung — C,H,N,O — tibergeht, die sich vom Kreatin 
durch den Mindergehalt von 2 Molektilen H,O und vor allem 
durch ihren stark basischen Charakter unterscheidet; Liebig 
benannte diesen Korper «Kreatinin».4) Letzteres hatte schon 
3 Jahre friiher Pettenkofer®) gelegentlich einer bei Scherer 
in Wiirzburg begonnenen, in Liebigs Laboratorium in Giefen 
fortgesetzten Arbeit 1844 beobachtet. 

Die Tatsache, dafB nach Liebigs Untersuchungen das 
Kreatin als ein nie fehlender Bestandteil der Muskeln aller 
hoher entwickelten Tiere anzusehen ist, ®) lief darauf schlieBen, 
dafi diesem Korper eine groBbe biologische Bedeutung zukommen 
miisse, zumal das Kreatinin bald als nie fehlender Bestandteil 
des Harns eben dieser Tiere erkannt war. *) 

Erhohtes Interesse gewann die Frage nach der Rolle des 
Kreatins und des Kreatinins im Stoffwechsel, als im Jahre 





') Liebig, Ann., Bd. LXII, S. 310 ff. 

*) J. Volhard, Ann., CXXIII, S. 261 (1862). 

3) J. Volhard, Sitz.-Ber. d. k. Bayer. Akad., 1868, H. 3, S. 472. 
*) Liebig, Ann., Bd. LXII, S. 297 ff. (1847). 

5) Pettenkofer, Ann., Bd. LII, S. 97 ff. (1844). 

°) Liebig, Ann., Bd. LXII, 8. 292. 

*) Vgl. bes. Voit, J. 1867, S. 791. 
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1895/6 S. Hedin!) bei der hydrolytischen Spaltung der ver- 
schiedensten Proteinsubstanzen das Arginin — C,H,,N,0, — 
auffand, das schon 1887 E. Schulze?) und Steiger in etio- 
lierten Lupinen- und Kiirbis-Keimlingen entdeckt hatten und 
welches nach der Synthese von E. Schulze*) und Winter- 
stein aus Cyanamid +- Ornithin (= a-d-Diaminovalerianséure) 
als eine a-Amino-d-guanidovaleriansiure aufzufassen ist. | 

Die Vermutung, dai zwischen diesen sich doch ziemlich 
nahestehenden Verbindungen — der Methylguanidoessigsiure 
(= Kreatin), als staéndigem Bestandteil des Muskelplasmas, und der 
a-Amino-d-guanidovaleriansiiure (= Arginin), als fast nie fehlen- 
dem Bestandteil der Spaltprodukte der meisten Proteine —, ge- 
wisse Beziehungen bestehen miissen, lag auferordentlich nahe. 
Auffallenderweise sind jedoch bis heute weder Kreatinin selbst, 
noch Verbindungen, die als Homologe des Kreatinins aufzu- 
fassen waren, als direkte Eiweifspaltungsprodukte bei kiinst- 
licher Eiweifspaltung mit Sicherheit nachgewiesen worden. 

Drechsel*) will zwar bei der hydrolytischen Spaltung von 
Casein und Leim zwei Korper erhalten haben, die er als 
«Lysatin» und «Lysatinin» bezeichnete und in welchen er 
Homologe des Kreatins bezw. Kreatinins vermutete, doch konnten 
diese K6rper von spiiteren Forschern®) bis jetzt nicht wieder- 
gefunden werden. Da indes noch bei keinem Eiweifkorper 
eine wirklich «quantitative» Hydrolyse durchgefiihrt werden 
konnte, schien es immerhin nicht ganz ausgeschlossen, dah 
sich vielleicht in dem noch «unbekannten Rest» Homologe des 
Sarkosins und des Kreatins finden konnten. 

Von diesen Gesichtspunkten ausgehend, stellte mir weiland 





') S. Hedin, Diese Zeitschrift, Bd. XX, 5. 186 (1895). 
Ders., Diese Zeitschrift, Bd. XXI, S. 155 (1895/6). 
*) Schulze u. Steiger, Diese Zeitschrift, Bd. XI, S. 43 (1887). 
°) E. Schulze u. Winterstein, Ber., Bd. XXXII, S. 3191 (1899); 
Diese Zeitschrift, Bd. XXXIV, S. 128 (1901/02). 
*) Drechsel, Arch. f. (Anat. u.) Physiol., 1891, 248 ff. 
Ders., Ber., Bd. XXIII, S. 3098 (1890). 
Vgl. auch Schwarz, Diese Zeitschrift, Bd. XVIII, S. 497 (1894). 
’) Hedin, Diese Zeitschrift, Bd. XXI, S. 297 (1895/6). 
Siegfried, Diese Zeitschrift, Bd. XXXV, S. 192 (1902). 
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Professor Dr. G. von Hiifner die Aufgabe, die naichsten Homo- 
logen des Sarkosins und des Kreatins synthetisch herzustellen. 
An der Hand der Kenntnis der Eigenschaften dieser Ver- 
bindungen konnte man vielleicht mit mehr Aussicht auf Erfolg 
versuchen, nach solchen «Homologen» in der Hydrolysen- 
fliissigkeit zu fahnden. 

Von einfach methylierten Aminosiuren, zu welchen das 
Sarkosin und seine Homologen zu zéhlen sind, kannte man bisher: 

1. Methylaminoameisenséure oder Methylcarbaminsiure, 
jedoch nur in Form ihres Methyl- und Athylesters: 


/NHCH,) ——_/NHCH,*) 
C=0O sowie C=O 
NOCH, Noc,H, 
2. Methylaminoessigsaure = Sarkosin 3) = 
CH,NHCH, 
| = C,H,NOQ,. 
COOH 


3. a-Methylaminopropionséure: CH,CH(NHCH,)COOH = 
C,H,NO,, von Lindenberg*) in Kolbes Laboratorium her- 
gestellt 1875; derselbe erwihnt auch schon vergebliche Ver- 
suche zur Herstellung der isomeren B-Methylaminopropionsaure. 

4. Von den 3 méglichen Methylamino-n-butterséuren be- 
schrieb Duvillier®) die a-Verbindung, wiahrend Tafel®) und 
Wassmuth gleichzeitig mit mir zur 

5. y-Methylaminobuttersiure gelangten. Wahrend jedoch 
Tafel und Wassmuth diese durch Methylierung von Pyrrolidon 
und Aufspaltung des Methylpyrrolidons mit Baryt erhielten, 
kam ich zu der Séure durch Einwirkung von Methylamin auf 
¥-Chlorbuttersdureester. 

6. a-Methylaminoisovaleriansiure = 

(CH,),CHCH(NHCH,)COOH = C,H,,NO, (Duvillier).”) 

') Franchimont u. Kiobbie, R., Bd. VII, S, 383. 

7) Von Schreiner in Hiifners Laborat. hergestellt (J. pr. Ch. [2], 


Bd. XXI, S, 124). 
*) J. Volhard, Ann., Bd. CXXIII, S. 261 (1862). 
*) Lindenberg, J. pr. Ch, [2], Bd. XII, S. 244 ff. (1875). 
5) Duvillier, A. ch. [5], Bd. XX, S. 188. 
*) Tafel u. Wassmuth, Ber., Bd. XL, S. 2831 (1907). 
”) Duvillier, A. ch. [5], Bd. XXI, S. 434. 
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7. a-Methylaminocapronsiéure = 
CH,(CH,),CH(NHCH,)COOH = C,H,.NO, (Duvillier).') 

Diese siimtlichen methylierten Aminoséiuren wurden er- 
halten durch Umsetzung der entsprechenden Halogenfettsiuren 
mit Methylamin. 

In vorliegender Arbeit werden die a-Methylaminopropion- 
siiure sowie die a-Methylaminobuttersaéure nur soweit beschrieben, 
als meine Ergebnisse von den Angaben der iilteren Autoren 
(Lindenberg bezw. Duvillier) abweichen, ferner die Dar- 
stellung der bisher nicht bekannten B-Methylaminopropionsiiure 
sowie der auf diesem Weg iiber die Halogenfettsiiure eben- 
falls neu hergestellten y-Methylaminobuttersaure. 

Um von den Methylaminosiiuren zu den entsprechenden 
Methylguanidosiiuren zu kommen, benutzte ich das schon von 
Strecker?) bei der Darstellung des «Glykocyamins» oder der 
Guanidoessigsiure angewandte Verfahren der Einwirkung von 
Cyanamid auf die entsprechende Aminosaure in ammoniaka- 
lischer LOsung bei Zimmertemperatur. 

Durch eine kleine Anderung des Streckerschen Ver- 
fahrens (Erhitzen der Komponenten in alkoholischer L6sung) 
gelangte Volhard*%) 1868 zum Kreatin, das im gleichen Jahre 
Strecker!) selbst nach seinem urspriinglichen Verfahren erhielt. 

Auf demselben Weg brachte spiiter Baumann®) die 
a-Aminopropionsiiure, Lindenberg °) die a-Methylaminopropion- 
siiure mit Cyanamid in Reaktion, ferner Mulder‘) und Holm’*) 
die B-Aminopropionsiiure, Duvillier die a-Aminobuitersiiure, °) 
a-Methylaminobuttersiiure!°) — a-Athylaminobuttersiiure!!) — 


') Duvillier, A. ch. [5], Bd. XXIX, S. 166. 
*) Strecker, Compt. rend., Bd. LII, 5. 1212 (1861). 
*) Volhard, Sitz.-Ber. der k. Bayer. Akad., 1868, S. 472. 
Ders., Z. f. Ch., 1869, S. 318. 
') Strecker, J., 1868, S. 686. 
°) Baumann, A., Bd. CLXVII, 8. 83 [1873]; B., Bd. VI, S. 1371 (1873). 
") Lindenberg, J. pr. Ch. [2], Bd. XII, S. 253 (1878). 
*) Mulder, B., Bd. VII, S. 1266 (1875), und Bd. IX, S. 1905 (1876). 
‘) Holm, Arch. d. Pharm., Bd. CCXLH, S. 612 (1904). 
*) Duvillier, Compt. rend., Bd. XCI, S. 171. 
'0) Duvillier, Compt. rend., Bd. XCV, 5S. 457 (1882), 2. 
''t) Duvillier, Bull., Bd. XLII, S. 265. 















Die naichsten Homologen des Sarkosins und des Kreatins. 









Methylaminoisovaleriansiéure!) — a-Aminocapronsiiure*) und 
u-Methylaminocapronsdure. *) 

Eine zweite Methode zur Synthese der Guanidosiiuren 
riinrt von Nencki‘) und Sieber her. Sie beruht darauf, daB 
die entsprechende Aminosiiure mit Guanidinearbonat auf 140° 
erhitzt wird. Korndorfer®) vollzieht dieselbe Reaktion bei 
100°. Horbaczewsky®*) gelangte nach dieser Methode zum 










Kreatin. 

Da das Verfahren von Volhard, sowie die Methode von 
Nencki und Sieber weniger giinstige Ausbeuten ergaben, als 
das alte Verfahren von Strecker, folgte ich bei meinen Ver- 
suchen zur Synthese der néchsten Homologen des Kreatins den 
Angaben Streckers, obwohl dieser Weg den grofien Nachteil 
hat, daB es oft nicht nur Wochen, sondern Monate dauert, bis 
die Krystallisation der Kreatine erreicht ist. 

Das niederste Glied der Guanidosiiurereihe, die Guanido- 
ameisensiure, ist nur in Form ihres Athylesters bekannt unter 
dem Namen «Guanolin», und wurde 1874 von Nencki‘) dar- 
gestellt durch Erhitzen von Guanidodikohlensiureester mit alko- 
holischem NH, auf 100°. Letzteren hatte Nencki*) durch Er- 
hitzen von Guanidin mit Chlorameisenester erhalten. 

Bei derselben Keaktion erhielt Nencki auch direkt den 
Guanidoameisensiureester (das «Guanolin»). Nencki’) be- 
richtet dartiber: «Wird eine konzentrierte, wiisserige LOsung 
von freiem Guanidin mit Chlorkohlensiiureither versetzt, so 
erhailt man in Wasser ldsliche, weibe Nadeln einer Substanz, 
die nach dem Umkrystallisieren sich als die Base C,N,H,,O, er- 

') Duvillier, Compt. rend., Bd. XCV, S. 458 (1882), 2.; Bull., 
Bd. XXXIX, S. 539. 

2) Duvillier, Compt. rend., Bd. CIV, 5. 1290 (1887); J., 1887, 
S. 664. 

8) Duvillier, Bull., Bd. XL, S. 307. 

*) Nencki u. Sieber, J. pr. Ch. [2], Bd. XVII, S. 478 (1878). 

5) Korndoérfer, Arch. d. Pharm., Bd. CCXLII, S. 621 (1904). 

6) Horbaczewsky, Wien. Med. Jahrb., 1885, S. 459. 
") Nencki, B., Bd. VII, S. 1589/90 (1874). 

‘) Nencki, Ber., Bd. VII, $. 1588 (1874). 

®) Nencki, |. ¢. S. 1590 (1874). 
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kennen lieB». Nencki beschreibt dann noch die schon krystalli- 
sierenden Salze seines «Guanolin» mit H,SO,, HNO, und H,PtCl,. 

In dieser Umsetzung von freiem Guanidin mit Halogenfett- 
siureester hat somit Nencki 1874 eine dritte Methode zur Gewin- 
nung von Guanidosiuren gegeben, welche Henrik Ramsay!) 
1908 als «neue Darstellung der Guanidosiuren» beschrieben hat. 


Die bei der Einwirkung von Cyanamid auf a-Aminosiuren 
entstehenden a-Guanidoséuren spalten unter dem Einflu8 ver- 
diinnter Mineralséuren leicht Wasser ab und gehen dabei unter 
RingschluB in deutlich basische Korper tiber, waihrend die Gua- 
nidosauren selbst zwar deutlich Salze vom Ammoniumtypus zu 
bilden imstande sind, sonst aber neutrale Reaktion zeigen. 

Diese Ringbildung tritt ja stets besonders leicht ein, wenn 
die Bedingungen zur Bildung eines Fiinfrings gegeben sind. Als 
Beispiele aus dem uns hier interessierenden Gebiet seien 
erwahnt : 

1. Die Uberfiihrung von «Glykocyamin»?) in «Glykocy- 
amidin » : 

/ Ni: NH—CO 

HN = —> HN=c” | 

\cH, — COOH \YH—CH, 


2. Kreatin (Methylguanidoessigsaure) : *) 


NH, NH—CO 
HN = 7 CH. — HN= cf | 
\nf \y Ht 
‘ 2 
NCH, — COOH | 
CH, 
3. a-Guanidopropionsaure («Alakreatin» Baumann):*) 
NH, NH—CO 
HN =C’ H ee a 
\nZ \NH—CH 
\CH — COOH | 
| CH, 
CH, 





') H. Ramsay, Ber., Bd. XLI, 5. 4386 (1908); Bd. XLII, S. 1137 (1909). 
*) Strecker, Compt. rend., Bd. LII, S. 1212 (1861); J., 1861, S. 530. 
*) Liebig, A., Bd. LXII, S. 293, 298 (1847). 

‘) Baumann, A., Bd. CLXVII, 8. 83; B., Bd. VI, S. 1372 (1873). 
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4. a-Guanidobuttersiure (Duvillier):') 


——)> HN =c” 


v7 \ NH — CH 
‘CH — COOH | 
| C,H, 
C,H, 
5. a-Guanidoisovaleriansiiure (Duvillier):?) 
NH—CO 
NH, ; 
HN = C7 H — HN= CC 
\nZ \WH—CH 
“CH — COOH | 
| CH 
CH ih 
CH, CH, 


NH—CO 


y ihe 
CH, CH, 
6. a-Guanidocapronsiéure (Duvillier): %) 
fNa—Co 
H — HN=C 
\y7 \NH—CH 
\cH — COOH | 
| (CH,), 
(CH,), | 
| CH, 
CH, 

In einzelnen Fiillen ist sogar die Neigung zum Ringschluf 
so groB, daB die Isolierung der offenen Guanidosaure bis jetzt 
liberhaupt nicht gelungen ist; diese leichte «Lactam»bildung 
findet statt bei: 

1. ao-Methylguanidobuttersiure (Duvillier):*) 

NH — CO 
HN = le 
\w—CH 


| | 
;: CH, C,H, 
2. a-Athylguanidobuttersaure : °) 

NH —CO 
s | 
\N-—CH 

| | 
al C,H, C,H, 
') Duvillier, J., 1880, S. 420. 
2) Duvillier, Bull., Bd. XXXIX, S. 539. 
3) Duvillier, C. r., Bd. CIV, S. 1290 (1887); J., 1887, S. 664. 
4) Duvillier, Bull., Bd. XXXIX, S. 539. 
5) Duvillier, Bull., Bd. XLII, S. 265. 


HN=C 
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3. a-Methylguanidoisovaleriansaure :') 


NH —CO 
HN = cf 
\N— CH 
| } 
j 
CH, CH 
a 
CH, CH, 
4. a-Methylguanidocapronsaure :?) 
NH — CO 
HN = Cc” | 
\v—CH 
| | 
CH, C,H, 


Die gleiche Beobachtung machte ich selbst beim Ver- 
such, *) die a-Methylguanidopropionsaure zu gewinnen, indem ich 
bei wiederholten Versuchen stets direkt das «Lactam» erhielt: 


NH —CO 

HN = oc” | 
te 

| 

| j 
CH, CH, 


Dieser Befund steht allerdings im Widerspruch mit den 
Angaben von Lindenberg,*) der bei der Einwirkung von 
Cyanamid auf a-Methylaminopropionsaure eine a-Methylguanido- 


propionsiure als «Homokreatin» erhalten hat: 
Ni, 


o J Cus 
NCH — COOH 

cu, 

Ob diese Differenz ihren Grund darin hat, daB die Ver- 
suchsbedingungen Lindenbergs andere waren, als die meinigen, 
laBt sich nicht entscheiden, da Lindenberg keine bestimmten 
Angaben tiber Konzentration und Temperatur der reagierenden 
Lésungen, sowie tiber die Menge des zugesetzten NH, macht. 

Was die Nomenklatur der hier beschriebenen Verbin- 
dungen betrifft, so wéhle ich der Einheitlichkeit halber dem 
~ 4) Duvillier, Bull, Bd. XXXIX, S. 539. 

*) Duvillier, Bull., Bd. XL, S. 307. 


5) ef. S. 35. 
*) Lindenberg, J. pr. Ch. [2], Bd. XII, S. 253 (1875). 
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Vorgang von Mulder und Ramsay folgend fiir die Additions- 
produkte aus Cyanamid -+- Aminoséuren den Namen «Guanido- 





sauren>. 

Das Kreatin selbst ist daher als: «Methylguanidoessig- 
siiure» bezeichnet. 

Schwieriger ist die Benennung der Lactame der Guanido- 
sauren. 

Das Kreatinin wire als «Methylguanidoessigsiiurelactam » 
zu benennen. 

Der Fiinfring, der dem Kreatinin, sowie siimtlichen oben 
erwihnten Ringen zugrunde liegt, die durch Kombination von 
Cyanamid mit a-Aminosiuren unter H,O-Abspaltung entstanden 
sind, ist ein Glyoxalinring, und wire entsprechend das Kreatinin 
als «u-Imido-B-keto-n-methyltetrahydroglyoxalin» zu bezeichnen: 
NH— a" 


















Bringt man p-Aminosiuren mit Cyanamid in Reaktion, so 
tritt die Lactambildung, und damit Ringschlu®B ungleich schwie- 
riger ein. Der hierbei entstehende Sechsring — ein Hexahydro- 
pyrimidinring — wird schon in Berthrung mit Wasser allein 
aufgespalten, und die offene Guanidosaure zuriickgebildet. 

Bei Gegenwart von freier Mineralsiure ist der Sechsring 
dagegen recht bestindig, so dab die entsprechenden « Kreatinine» 
in Form ihrer Salze mit Mineralsduren isoliert werden k6nnen. 

Entfernt man aber aus der Verbindung des Kreatinins 
mit Séure die letztere, um das «Kreatinin» als freie Base zu 
gewinnen, so erhilt man allerdings zuniichst eine stark basische 
Lisung, die jedoch beim Einengen die alkalische Reaktion all- 
miahlich verliert! Entfernte man z. B. aus schwefelsaurem B-Methyl- 
guanidopropionsiurelactam die Schwefelséure mit BaCO,, so 
wurde beim Einengen des Filtrats als einziges fabbares Produkt 
bis jetzt stets nur das «Kreatin», d. h. die offene Methyl- 
guanidopropionséure erhalten. ') 






















‘) Dasselbe Verhalten hatte Holm bei der §-Guanidopropionsaure 
beobachtet (Arch. d. Pharm., Bd. CCXLII, S. 619 (1904). 








26 Emil Gansser, 


NH—CO NH, 
(HN =C CH, - H,SO,) + HOH—>HN =C 
\N— CH, \N—CH,—CH,—COOH, 
| | 
CH, CH; 


Wurde endlich eine y-Aminosaure mit Cyanamid in Reak- 
tion gebracht, so lief sich bei der entstandenen y-Guanidosiiure. 
der y-Methylguanidobuttersiiure, ein RingschluB tiberhaupt nicht 
mehr erzielen. Anstatt der an sich unwahrscheinlichen Bildung 
eines Siebenrings 

NE — CO— CH, 
HN =C 
\wy 


| 
CH, 


wurde die Verbindung vielmehr durch wasserentziehende Mitte! 
entweder gar nicht verindert, oder aber trat bei Anwendung 
stiirkerer Mittel vollstindige Zerstérung des Molekiils ein. 


CH, Ul, 





Experimentelles. 
I. dl-a-Methylaminopropionsaure. 

(CH,CH(NHCH,)COOH - 1/2H,O = (C,H,NO, - !/2H,O). 

Bei der Gewinnung der dl-')o-Methylaminopropionsiure 
folgte ich teilweise dem schon von Volhard ?”) bei der Synthese 
des Sarkosins eingeschlagenen Weg. Je 20 g a-Brompropion- 
siureesters (= 1 Mol.) wurden unter guter Kiihlung mit 30 ¢g 
33 °/o wiisseriger Methylaminldsung (= 3 Mol.) im Rohr ver- 
setzt. Nach dem Zuschmelzen wurde ca. 15 Minuten tiichtig 
durchgeschiittelt, worauf der Bombeninhalt unter starker Er- 
wirmung éine homogene Fliissigkeit bildete; dann wurde noch 
3 Stunden auf 140° erhitzt. Die Roéhren zeigten beim Offnen 
keinen Druck. Das farblose oder blaBgelbliche Reaktions- 
produkt enthielt unter diesen Bedingungen keinen unveranderten 
Halogenester mehr. Neben der erwarteten a-Methylamino- 


') Saémtliche hier beschriebenen Verbindungen waren _inaktiv. 
Der Kiirze halber lasse ich die Bezeichnung dl bei den folgenden 
Korpern weg. 
*) Volhard, A., Bd. CXXIII, S. 261 (1862). 

Lindenberg, J. pr. Ch. [2], Bd. XII, S. 244 (1875). 
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propionsdure war, wie nach der angewandten Menge Methyl- 
amin vorauszusehen war, stets das zugehérige Methylamid 
gebildet worden. Zur Entfernung tberschiissigen Methylamins 
sowie zwecks Zerlegung des gebildeten Methylamids sowie des 
Methylaminbromhydrats wurde das Reaktionsprodukt mit einem 
yiemlichen Uberschuf8 (2 Mol.) heifgesiittigter Barytlésung ver- 
setzt und die Lésung ca. 10 Stunden im Wasserdampfstrom 
sekocht, um das dadurch freigemachte Methylamin zu entfernen. 
Wenn das Destillat nur mehr geringe Mengen Methylamin ent- 
hielt (eine vollstiindige Verjagung der Base kostet auberordent- 
lich viel Zeit), wurde der Baryt mit einem geringen Uberschub 
an H,SO, gefallt, aus dem Filtrat der BrH mit einem kleinen 
UberschuB an Ag,CO, niedergeschlagen, geringe Mengen in 
Lisung gegangenen Silbers durch H,S entfernt und nach dem 
Verjagen des H,S der geringe Uberschu8 an H,SO, durch 
titriertes Ba(OH), quantitativ gefallt; dieses letzte Filtrat wurde 
auf dem Wasserbad zum dicken Brei eingeengt. Nach etwa 
eintiigigem Stehen im Exsikkator wurde der Krystallbrei scharf 
abgenutseht und die Krystalle zweimal mit 96°/oigem Alkohol 
bedeckt zur Entfernung des anhaftenden Sirups. Zum Schlub 
wurde die Rohs&ure aus 96°/oigem Alkohol zweimal um- 
krystallisiert, wobei eine kleine Menge eines gallertartigen, 
flockigen K6rpers ungelést zuriickblieb. Letzterer gab deutlich 
die Biuretreaktion, doch wurde der vermutlich polypeptidartige 
Kirper noch nicht naher untersucht. 

Man erhalt so die reine Séure in einer Ausbeute von 
ca. 60 °/o — berechnet auf den angewandten Halogenester — 
als schneeweibe, sehr leichte Krystallmasse feiner monokliner 
Prismen. Die Krystalle lOsen sich spielend schon in weniger 
als ihrem eigenen Gewicht kalten Wassers, ohne jedoch — 


in reinem Zustand — beim Liegen an feuchter Luft Wasser 
anzuziehen. Aus der konzentrierten wasserigen LOsung kry- 
stallisiert die Saiure — allerdings erst nach Wochen — in 


prichtigen, bis mehrere Zentimeter langen, derben Prismen. 
In heifem Alkohol lésen sich die Krystalle etwa im Verhiiltnis 
1:10. Auch die aus 96 °/oigem Alkohol umkrystallisierte Ver- 
bindung enthélt, wie die aus Wasser erhaltenen Krystalle, 
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1'> Molekiil Krystallwasser, welches sie sowohl im Vakuum 
tiber H,SO,, als auch bei 105° abgeben. 

Eine genaue krystallographische Beschreibung der aus 
Wasser umkrystallisierten dl-a-Methylaminopropionséure ver- 
danke ich der Liebenswiirdigkeit von Herrn Prof. Dr. Sommer- 
feldt vom geologisch-mineralogischen Institut der hiesigen 
Universitit. «Die Krystalle der dl-a-Methylaminopropionsiiure 
sind monoklin holoedrisch und werden von dem Klinopinakoid 
010 sowie von 2 der Symmetrieachse parallel laufenden Flichen- 
paaren begrenzt. Nach einem dieser Flachenpaare findet eine 
sehr vollkommene Spaltbarkeit statt (eine zweite, jedoch weit 
weniger vollkommene, herrscht lings der Symmetrieebene). 
Wiihlt man die vollkommene Spaltbarkeit zur Basis 001 und 
das andere, der Symmetrieachse parallel laufende Flachenpaar 
als Orthopinakoid 100, so betragt der Winkel zwischen 100 
und 001 = 49° 23‘. Da aufber diesen Flaichen nur noch eine 
recht matte und goniometrische Messungen nicht gestattende 
Begrenzungsflaiche vorkommt, reicht die Flachenzahl zur Auf- 
stellung eines Achsenverhiltnisses nicht aus. » 

«Die optischen Eigenschaften stehen mit der angenommenen 
Svmmetrie im Einklang, denn es lassen Spaltungsblattchen 
nach 001 erkennen, dafi die Ebene der optischen Achsen senk- 
recht auf der Symmetrieebene steht, und daf die Normale des 
Spaltungsbléttchens ungefiihr mit der spitzen Mittellinie der 
optischen Achsen iibereinstimmt. Der Achsenwinkel ist grob, 
die Dispersion schwach; dagegen ist die Doppelbrechung so 
stark, dai es nur an den diinnsten erzielbaren Spaltungs- 
blaittchen méglich ist, andere Interferenzfarben als das Weil 
hdherer Ordnung zu erzielen.» 

Die Verbindung zeigt keinen scharfen Schmelzpunkt, 
schrumpft allmiihlich bei 270°, bei 280° sintert dieselbe, um 
von 292° ab zum Teil unverdndert zu sublimieren. (Linden- 
berg erhielt nur die krystallwasserfreie Saiure und gibt als 
Schmelzpunkt 260° an.) 

|. 0.6777 g Substanz (aus Alkohol umkrystallisiert) verloren bei 103° 
0,0518 g Wasser. 


II. 0,1526 g Substanz (aus Wasser umkrystallisiert) verloren bei 105° 
0,0122 g Wasser. 
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Die Formel (C,H,NO, : /2 H,O) verlangt: H,O = 8,04°). 
Gefunden: H,O I. = 7,64°%o; IL = 8,00°/o. 
Zur Elementaranalyse wurde krystallwasserfreie (bei 105 ° 
bis zur Konstanz getrocknete) Substanz verwandt: 


|. 0.1499 g Substanz ergaben 0,2550 g CO, und 0,1199 g H,O. 


I]. 0.2280 » » 27,0 ccm N bei 21° und 732,5 mm. 
Fiir C,H,NO, berechnet: C = 46,59 °/o, 2 8,790, N == 13,59°/o 
Gefunden: C = 46,40°/o, H = 8,95°o, N = 13,509. 


Beztiglich der tbrigen bcc der Siiure kann ich 
Angaben Lindenbergs bestiitigen. 

Kine ca. 20°%/oige Lésung der Séure im 2-dm-Rohr im 
Landoltschen Polarisationsapparat untersucht, erwies sich — 
wie nach dem krystallographischen Befund zu erwarten war — 
als optisch inaktiv. 


Derivate der a-Methylaminopropionsiure. 

Die Salze der a-Methylaminopropionsiure mit Séiuren 
sind in Wasser sehr weitgehend hydrolytisch gespalten und 
reagieren stark sauer. 


Schwefelsaure a-Methylaminopropionsiure 


(C,H,NO, - H,SO,) 


wird erhalten durch Eindampfen einer L6sung der Siiure in 
der berechneten Menge "/10-H,SO, auf dem Wasserbad. Das 
Salz hinterbleibt dabei zunichst als ziher Sirup, der auch im 
Exsikkator nicht erstarrt. Eine Probe, mit absolutem Alkohol 
angerieben, wird rasch krystallinisch; der Sirup erstarrt nach 
dem «Impfen» zu einer strahlig-krystallinischen hygroskopischen 
Masse, welche mit absolutem Alkohol durchtrénkt, scharf ab- 
= und nochmals mit absolutem Alkohol gewaschen wurde. 
Das Salz lést sich spielend selbst in kaltem Wasser, sehr 
schwer in Alkohol. Es bleibt im Vakuum iiber H,SO, gewichts- 
konstant und ist frei von Krystallwasser. Der Schmelzpunkt 
ist nicht scharf bei 130—135°. 
0,1426 g Substanz ergaben 0,1869 g BaSO, 


0),1817 » > 13,7 ccm N bei 7° und 739 mm. 
Berechnet: H,SO, = 32,22°%o; N = 9,20%o. 
Gefunden : HSO, - == 92.05%; N = 8,98%o 
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Salzsaure a-Methylaminopropionsadure C,H,NO, - HCI. 

Das Chlorhydrat hinterbleibt als eisblumenartige Krystall- 
masse beim Einengen der Losung der Saure in der berechneten 
Menge !/10-HCl im Vakuum. Es ldst sich spielend in kaltem 
Wasser, ebenso in Alkohol, woraus es erst nach dem Eindunsten 
zum dicken Sirup zu Drusen erstarrt. Zur Analyse wurden die 
rosettenartigen Drusen fein zerrieben, mit absolutem Alkohol 
durchtrankt und scharf abgesaugt. 

0,1818 g Substanz verloren im Vakuum iiber H,SO, 0,0009 g. 
0,1809 » vakuumtrockener Substanz ergaben 0,1841 g Ag(Cl. 
Berechnet: HCl = 26,13°/o; gefunden: HC] = 25,88°/o, 
Chloroplatinat der a-Methylaminopropionsaure 
[((C,H,NO, - HCl), - PtCl,] - 2,0. 

Versetzt man die a-Methylaminopropionsiure mit der be- 
rechneten Menge HCl und etwas tiberschtissiger Platinchlorid- 
losung, und Jaft langsam verdunsten, so krystallisiert, nachdem 
bis fast zur Trockene eingeengt ist, das Platinsalz in Form 
honiggelber Prismen, welche einmal aus Wasser umkrystallisiert 
in kaltem Wasser weniger, in heifiem Wasser sehr leicht !és- 
lich sind. Das Salz enthélt 2 Molekiile Krystallwasser, welche 
es im Vakuum iiber H,SO, oder beim Erhitzen auf 105° abgibt. 
Es schmilzt bei 202° unter Aufschiumen und Schwarzbraun- 
firbung. (Das Chloroplatinat Lindenbergs!) enthalt kein 
Krystallwasser und kann lingere Zeit auf 110° erhitzt werden, 
«Ohne sich dabei irgendwie zu veriéndern»). 

Die Analyse ergab: 


I. 0,2146 g Substanz verlieren bei 105° 0,0121 g Wasser. 


II. 0.2835 » > > im Vakuum iiber H,SO, 0,0152 g Wasser. 
Berechnet: H,O = 5,52°/o; gefunden: I. 5,64°/0, I. 5,36 °/o. 
II]. 0,2025 g des getrockneten Salzes ergaben 0,0638 g Pt. 
Berechnet: Pt = 31,65°/o; gefunden: Pt = 31,51°/o. 


Kupfersalz der a-Methylaminopropionsaure 
(C,H,NO,),Cu + 2H,0. 
Das Kupfersalz wurde schon von Lindenberg dargestellt, 
jedoch nicht analysiert. Dasselbe krystallisiert beim Digerieren 
der wiisserigen Lésung der freien Saéure (1:5) mit einem 


‘) Lindenberg, J. pr. Ch. [2], Bd. XII, S. 252 (1875). 
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(‘berschu8 von Kupferoxydhydrat nach dem Erkalten des Fil- 
‘rats in Form schuppenformiger, hellblauer Plittchen, welche 
in Wasser leicht, in kaltem Alkohol fast nicht léslich sind. 
Das Salz enthalt 2 Molekiile Krystallwasser. Die Analyse ergab: 
I. 0,3226 g Substanz verlieren bei 104° 0,0383 g H,O 

II. 0,2147 » | > > 104° 0,0252 > >» 

If. 0,2147 » > hinterliefen geglitht 0,0565 » CuO. 


Berechnet : Gefunden: 
2H,O = 11,86°/o I. 11,87°/o; Il. 11,74°/o 
Cu = 20,95 °/o 21,01 °/o. 


Die wiisserige LOsung des Salzes kann auf 100° erwirmt 
werden, ohne daf hydrolytische Spaltung eintritt. 


a-Methylaminopropionsadureithylester 
CH,CH(NHCH,)COOC,H, = C,H,,NO, 


Die Veresterung der a-Methylaminopropionsiure verlief 
ebenso wie die der isomeren B-Séure, sowie der a-Methylamino- 
buttersaure analog der Veresterung des Sarkosins.!) Da- 
gegen gelang die Isolierung des ¢-Methylaminobuttersaureesters 
nicht, da dieser bei der Destillation im Vakuum bei 6 mm 
und ca. 50° glatt unter Ringschlu8 in Methylpyrrolidon -+- Alko- 
hol zerfiel. 

Die sekundire y-Methylaminobuttersaure zeigte somit das- 
selbe Verhalten wie die primére y-Aminobuttersiiure, deren 
Ester zwar J. Tafel?) als Chlorhydrat erhalten hat. Als aber 
E. Fischer’) aus dem Chlorhydrat den freien Ester isolieren 
wollte, «resultierte ausschlieBlich das innere Anhydrid der 
t-Aminobuttersaure, das Pyrrolidon». 

Im Gegensatz zu diesem priméren und sekundaren Ester 
zeigt der tertiére Dimethylaminobutterséureester*) eine tber- 
raschende Bestandigkeit. Derselbe destilliert nach Willstatter 
unter Atmosphérendruck zwischen 171,5—173° (korr.) als farb- 
loses, mit Wasser bei jeder Temperatur mischbares Ol! 


') E. Fischer, B., Bd. XXXIV, S. 453 (1901). 
2) J. Tafel, B., Bd. XXXIII, S. 2232 (1900). 

®) E. Fischer, B., Bd. XXXIV, S. 444 (1901). 
‘) Willstatter, B., Bd. XXXV, S. 617 (1902). 
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Zur Darstellung des a-Methylaminopropionsdureathylesters 
wurden 5 g der reinen, feingepulverten Saéure nach der Methode 
E. Fischers in 25 cem absoluten Alkohols suspendiert und 
ohne Kiihlung HCl eingeleitet, wobei die Substanz nach 15 Mi- 
nuten gelést war. Sodann wurde noch 1 Stunde auf dem 
Wasserbad am RiickfluBkiihler gekocht. Da sich selbst nach 
14 tiigigem Stehen bei —10° keine Krystallisation zeigte, das 
Chlorhydrat des Esters somit in Alkohol sehr leicht l6slich ist, 
wurde dasselbe direkt auf freien Ester verarbeitet. 

Der Ester siedet unter 7 mm Druck bei 42—43°. Die 
Ausbeute betrug annahernd 70°/o, berechnet auf die angewandte 
Menge Methylaminosaure. Die Dichte des Esters bei + 5° 
= (),9502. Farbloses, stark lichtbrechendes Ol von schwach 
aminartigem Geruch. Die Analyse ergab: 


0.1014 g Substanz = 9,7 ccm N bei 10° und 716,5 mm. 
C,H,,NO, berechnet: N = 10,69°/o; gefunden: N == 10,87°o. 


a-Methylaminopropionsdéuremethylamid 
CH,CH(NHCH,)CO(NHCH,) = C;H,.N,0. 


Je 20 g a-Brompropionsiiureester wurden unter guter 
Kiihlung durch eine Kialtemischung im Rohr mit 30 g 33°!o alko- 
holischer Methylaminlésung (= 3 Mol.) tiberschichtet. Nach dem 
Erkalten der zugeschmolzenen Bomben wurden die Schichten 
durch Schiitteln gemischt, wobei sich das Gemenge sofort sehr 
stark erwiirmt und eine reichliche Abscheidung von krystalli- 
nischem Methylaminbromhydrat stattfindet. Zur Vollendung der 
Reaktion wurde noch 6 Stunden auf 120° erhitzt. 

Nach dem Erkalten wurde die fliissige Reaktionsmasse 
von dem Methylaminbromhydrat scharf abgesaugt, die Haupt- 
menge des Alkohols im Vakuum abdestilliert, der Destillations- 
riickstand auf 0° abgekiihlt, mit HCl angeséuert, um eventuell 
unveriinderten Halogenester zu entfernen. Hierauf wurde die 
salzsaure Lésung mit Ather iiberschichtet, in der Kiltemischung 
mit konzentrierter K,CO,-Lésung neutralisiert und sodann das 
Methylamid durch festes K,CO, als Ol ausgesalzen. Das 0! 
wurde dann mit Ather aufgenommen, wobei es nétig war, 
ca. 20mal mit je 100 cem Ather auszuiithern, bis zuletzt eine 
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3 reichliche Menge krystallinischen Bromkaliums zuriickblieb, das 
: mit dem Methylamid — welches rein in Ather spielend léslich 
] ist — eine homogene, klare Lésung gebildet hatte, aus der es 

mit Ather nur sehr schwer zu entfernen war. Die vereinigten 
Atherausziige wurden 10 Stunden mit gegliihtem Na,SO, ge- 
schiittelt, die Hauptmenge des Athers abdestilliert, sodann der 
Riickstand im Vakuum der fraktionierten Destillation unter- 
worfen, wobei der Vorlage noch ein auf — 20° gekiihlter 
raktionskolben vorgeschaltet wurde. Nach 2maligem Fraktio- 
nieren ging die Hauptmenge unter 8 mm Druck bei 110° tiber. 
Hie Ausbeute an reinem Methylamid betrug 74°/o der auf den 
Halogenester berechneten Menge. 

Das farblose, stark lichtbrechende Ol erstarrte in der Vor- 
lage bei 43,2° zu einer farblosen Krystallmasse und zeigte 
schwachen Amidgeruch. Die Analyse ergab: 

I. 0.1251 g Substanz: 0,2357 g CO, und 0,1153 g H,O 
II. 0,2259 » > 0.4254 » » » 0,2042 > 
Ill. 0.1187 » » 24,92 ccm N bei 11° und 724 mm. 
Fiir die Formel C,H,,N,O 
Berechnet: G = 51,72°o, H = 10,34°Jo, N = 24,1 
Gefunden: C I. = 51,46°/o, H 10,22°/o, N = 24,0: 
I]. = 51,36°/o, 10,11 °/o. 





















| 







Die Verbindung ist duferst hygroskopisch. Eine Probe 
nahm im Porzellanschiffchen im Wagezimmer bei mittlerer Luft- 
feuchtigkeit innerhalb 11 Stunden 18,88°/o ihres Gewichts an 
Wasser auf! 

Sie gibt ein schén krystallisierendes Platin- und Gold- 
doppelsalz. Mit Pikrinséure bildet sie ein in priichtigen Nadeln 
krystallisierendes Pikrat. 
Zur Gewinnung des 











Chloroplatinats des a-Methylaminopropionsaure- 
methylamids |(C,H,.N,O - HCl), - PtCl,| 





wird die konzentrierte wasserige Lisung der Verbindung mit 
einem kleinen Uberschu8 an 10°/oiger Platinchloridlésung und 
etwas HCl versetzt und auf dem Wasserbadeingeengt. Man erhilt 
so das Platinsalz in Form orangegelber, baumartig verzweigter 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. LXI. 3 
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Krystalle. Dieselben lésen sich spielend in heifem, weniger in 
kaltem Wasser, schwer in Alkohol. 
Schmelzpunkt 201° unter Zersetzung und Schwiarzung. 
Die feingepulverte Substanz blieb sowohl im Vakuum als auch 
beim Erhitzen auf 120° gewichtskonstant, war somit frei von 
Krystallwasser. Die Analyse ergab: 
0.1652 g Substanz = 0,0502 g Pt, 0.1144 g CO,, 0,0665 g H,O. 
Berechnet: Pt = 30,37°/o, G = 18,79 °/o, H = 4,05°/o. 
Gefunden: Pt = 30,39°/o, GC = 18,89°/o, H = 4,50°/o. 


Zur Bereitung des 


Aurochlorats des a-Methylaminopropionsauremethy!- 
amids = [(C,H,,N,O - HCl) - AuCl,] 


versetzt man die konzentrierte wisserige Loésung des Methyl- 
amids mit 10°/oiger Goldchloridlédsung; es entsteht momentan 
eine Olige Fillung, welche sich zu einem braunen Harz zu- 
sammenballt. Wird dieses vorsichtig bei mafiger Temperatur 
(ca. 70°) mit Wasser ausgelaugt, und das Filtrat vorsichtig 
im Exsikkator eingeengt, so erhalt man priichtige, citronen- 
gelbe, prismatische Krystalle, denen ‘aber immer noch geringe 
Spuren reduzierten Goldes anhaften. Das Salz schmilzt unscharf 
bei 159—165° und enthalt kein Krystallwasser. 
Zwei Goldbestimmungen gaben — wie zu erwarten war 
— etwas zu hohe Werte, da auch beim Verdunsten der Loésung 
im Vakuum, in ziemlich stark salzsaurer Losung, eine teilweise 
Reduktion nicht ganz zu vermeiden war. 
I. 0,1708 g Substanz = 0,0754 ¢g Au. 
I. 0,1369 » > = 0,0606 >»: 
Berechnet fiir (C,H,,N,O-HCl)-AuCl,: Au == 43,20°/o. 
Gefunden: » I. = 44,14°/o, II. 44,27°%p. 


y 


» » 


Verseifung des a-Methylaminopropionsduremethyl- 
amids zur a-Methylaminopropionsaure. 


5,0 g der Verbindung wurden mit 20 g Baryt, gelést in 
100 g Wasser erhitzt, das freigemachte Methylamin mit Wasser- 
diimpfen abgeblasen und in verdiinnter HCl aufgefangen. Das 
Destillat wurde zur Krystallisation eingedampft und ein Teil 
des Methylaminchlorhydrats mit Platinchloridlésung versetzt; 
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das sofort ausfallende Platinsalz wurde nochmals aus Wasser 
umkrystallisiert. Eine Platinbestimmung ergab: 

4 0.1190 g Substanz = 0,0488 g Pt. 

@ Berechnet fiir [(CH,NH, - HC), - PtCl,]: Pt = 41,31°/o. 

4 Gefunden: Pt = 41,01°). 

Aus dem Destillationsriickstand wurde sodann das Baryum 
mit H,SO, quantitativ ausgefallt, und das Filtrat zum Sirup ein- 
sedampft. Die zurtickbleibenden Krystalle sinterten ab 265° und 
sublimierten vollstandig bei 295—296°. Aus 96°/oigem Alkohol 
umkrystallisiert erwiesen sie sich nach Krystallform, Léslichkeits- 
verhiiltnissen, Krystallwassergehalt und Stickstoffgehalt als reine 
a-Methvylaminopropionsiure. 

[. 0.1659 g Substanz verlieren bei 105° 0,0131 g Wasser. 

Berechnet ‘'/2 Mol. aq. = 8,04°/o; gefunden: 7,90°/o. 
I]. 0.1528 g Substanz (bei 105° trocken) ergaben 18,0 ccm N 
bei 7° und 725,0 mm. 
Berechnet fiir C,H,NO,: N = 13,59°/o; gefunden: N = 13,70 °%p. 
au-Methylguanidopropionsaurelactam 
CH,N,O oder: 
u-Imido-B-Keto-n-a-dimethyltetrahydroglyoxalin. 
pe oo 


HN = C | 
NN — CH 


CH, CH, 

Zu 20,6 g (= 1 Mol.) a-Methylaminopropionsiure, gelést 
in 25 g¢ Wasser, gibt man 8,4 g Cyanamid, gelést in 10 g 
Wasser, versetzt die Mischung mit 10 Tropfen konzentrierter 
Ammoniaklésung und tiberlaift das Ganze bei Zimmertemperatur 
sich selbst. Nach 10 Tagen begann die Ausscheidung von 
Krystallen, nach weiteren 3 Tagen wurde eine erste Krystalli- 
sation (= 3,0 g) abgesaugt und mit absolutem Alkohol ge- 
waschen: Im Verlauf von 8 Wochen wurden weitere 9 g Kry- 
stalle erhalten. Zur Analyse wurden die Krystalle aus ammoniak- 
haltigem Wasser umkrvystallisiert. 

Die farblosen Krystalle enthalten kein Krystallwasser. 
lm Schmelzréhrehen erhitzt sintert die Substanz ab 270° und 
zersetzt sich unter Aufschiiumen bei 280°. Die Krystalle losen 





' sich leicht im doppelten Gewicht warmen Wassers. Die wiisserige 
3H 
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Lisung (1: 10) zeigt schwache, aber deutlich alkalische Re- 
aktion und hat einen bittersalzigen Geschmack. Die Analyse 
ergab: 
I. 01531 g Substanz = 0,2641 g CO, und 0,0976 g H,0. 
Berechnet: C = 47,24°/o, H = 7,09°/o. 
Gefunden: C = 47,05°/o, H = 7,13 °%/o. 
I]. 0,1001 g Substanz ergaben 29,8 ccm N bei 22° und 729 mm. 
HII. 0,0991 » > >» 298 » » » 24° » 729 >» 
serechnet: N = 33,07°/o; gefunden: N = I. 33,04°%/0, II. 33,15 %o. 

Es hatte sich demnach direkt das Lactam der a-Methyl- 
guanidopropionsiéiure gebildet! Auch die spiteren Krystall- 
fraktionen gaben dieselben Analysenwerte. 

Bei 4 weiteren Versuchen, primar zur offenen Guanido- 
siiure, also einem «Kreatin» zu gelangen, beobachtete ich stets 
nur die Bildung des Lactams, also des «Kreatinins», und zwar 
dauerte es jeweils 1—3 Wochen, bis die ersten Krystalle sich 
zeigten. 

Dieser Befund steht im Widerspruch mit den Angaben 
Lindenbergs,') der bei der Einwirkung von Cyanamid auf 
a-Methylaminopropionsiure schon nach 4 Tagen eine Krystalli- 
sation erhielt, die aus ammoniakhaltigem Wasser umkrystalli- 
siert das «a-Propiokreatin», also die offene a-Methylguanido- 
propionsdure darstellte! 

Ich habe den Versuch zweimal unter Einhaltung der von 
Lindenberg angegebenen Bedingungen wiederholt, erhielt aber 
beidemal nur das «Kreatinin». 

Lindenbergs K6rper verindert sich beim Erhitzen bis 
150° nicht, bréiunt sich aber zwischen 150—-160°. Der von 
mir erhaltene Kérper schmilzt erst gegen 280°. 

Die Stickstoffbestimmungen zweier bei neuen Versuchen 
erhaltener Krystallisationen ergaben: 


I. 0,1684 g Substanz: 48,1 ccm N bei 6° und 722 mm. 
Il. 01118 » > 31,2 >» » » 6° » 729 » 
Berechnet fiir ein «Kreatinin» : 33,07°/o; gefunden: I. 33,20°/o, II. 32,67 °/o N, 
wihrend ein «Kreatin» 28,97°/o N erfordern wiirde! 


Durch Kochen der Verbindung mit verdiinnter HC] und 





1) Lindenberg, J. pr. Ch. [2], Bd. XII, S. 253 [1875]. 
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Eindampfen erhielt Lindenberg das salzsaure a-Propiokreatinin 


(e Homokreatinin>» ). 
Ich stellte von dem erhaltenen Propiokreatinin das salz- 


saure, schwefelsaure und Platindoppelsalz her. 








Salzsaures a-Methylguanidopropionsiiurelactam 
(C,H,N,O - HCl) 


wurde erhalten durch Einengen der Loésung der Base in der 
berechneten Menge ®/1o-HCl auf dem Wasserbad und zuletzat 
im Exsikkator, in Form eisblumenartiger Krystalle. Sie wurden 
zwecks Befreiung von Mutterlauge mit absolutem Alkohol durch- 
trinkt und dieser rasch wieder abgesaugt. Das Salz lost sich 
spielend schon in kaltem Wasser, ebenso sehr leicht in Al- 
kohol. Die wisserige LoOsung des Salzes reagiert stark sauer. 
Beim Erhitzen im Schmelzréhrchen wird die Substanz 
feucht ab 198° und schmilzt klar bei 207°. Das Salz enthiilt 
kein Krystallwasser. 
0.1557 g Substanz verloren bei 110° 0,0002 g und ergaben 0,1364 g Ag(Cl. 
Berechnet: HC] = 22,29°/o; gefunden: 22,31 °/o. 
















Schwefelsaures a-Methylguanidopropionsiurelactam 
[(C;HyN30), F H,SO,]. 


Das schwefelsaure Salz wurde analog erhalten durch Losen 
der Base in "/10-H,SO,; es hinterbleibt beim Eindampfen in 
Form rosettenartiger Drusen, die sich spielend in kaltem Wasser, 
sehr schwer dagegen in kochendem Alkohol lésen. Das Salz 
wurde gereinigt, indem 1 g Rohsalz in 2 cem Wasser gelost 
und diese Lésung mit 30 ccm absoluten Alkohols versetzt wurde. 
; Hierbei bleibt die Losung zuniichst vollig klar; nach ca. 12 Stunden 
4 hatte sich das Salz in Form priichtiger rosettenartiger Drusen 
a abgeschieden, die sich aus flaumigen, sehr leichten Nadeln zu- 
sammensetzen. Das Salz enthalt kein Krystallwasser, seine 
wisserige Losung reagiert stark sauer. 
Im Schmelzréhrchen schrumpft die Substanz ab 228° und 
schmilzt ab 232° unter Aufschiiumen und Braunfirbung. 
0,2400 g Substanz: 0,1594 g BaSQ,. 
Berechnet: H,SO, = 27,84°/o; gefunden: 27,90 °/o. 
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Chloroplatinat des a-Methylguanidopropionsiure- 
lactams |(C,H,N,O - HCl), - PtCl,| - H,0. 


1,5 g der Base wurden mit 3 ccm verdiinnter HCl und 
30 ecm 10°/oiger Platinchloridlésung auf dem Wasserbad zum 
dicken Sirup eingeengt. Der erkaltete Sirup gibt mit abso- 
lutem Alkohol angerieben einen feinen gelben Krystallbrei. Die 
Krystalle wurden scharf abgenutscht, mit absolutem Alkoho! 
und Ather gewaschen und nochmals aus Wasser umkrystallisiert. 
Das Salz wird beim Zerreiben in der Achatschale elektrisch. 
Die an der Luft getrocknete Substanz verliert bei 110° ein 
Molekiil Krystallwasser. Zur Analyse wurde 1 g des Salzes 
in 2,5 g kalten Wassers gelést und nach Zusatz von 10 ccm 
absoluten Alkohols bei 30° verdunstet. Auf diese Weise erhiilt 
man das Salz in Form leichter orangeroter prismatischer Ti- 
felchen. Das Salz schmilzt bei 182—183° unter Aufschéumen. 
I. 0,2493 g Substanz verlieren bei 110° 0,0072 g Wasser 
und ergaben 0,0714 g Pt. 
II. 0,0748 g Substanz verlieren bei 110° 0,0019 g¢ Wasser 
und ergaben 0,0213 g Pt. 


Berechnet: Krystallwasser = 2,64°/o; Pt == 28,58°/o. 
Getanden : ; I. 2,89%Jo, I. 2,54%/o; Pt 1. 28,639, IL. 28,48. 


II. §-Methylaminopropionsaure : 


— 
ol, 


CH, = (C,H,NO, - H,0). 
| 
COOH - H,0 


Die Synthese der B-Methylaminopropionsiiure hatte schon 
Lindenberg!) versucht durch Einwirkung von wdasserigem 
Methylamin auf £-Jodpropionsiure, ohne dabei einen «krystal- 
linischen oder sonst zur Analyse geeigneten Korper» zu er- 
halten. Der Grund, weshalb Lindenberg die Verbindung nicht 
erhielt, diirfte darin zu suchen sein, daB eine geringe Bei- 
mengung von Methylamid die Isolierung der Séure auSerordent- 
lich erschwert, weil dieselbe mit geringen Spuren Methylamid 
eine duferst hygroskopische Masse bildet. 





‘) Lindenberg, J. pr. Ch. [2], Bd. XII, S. 257 f. (1875). 
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Je 20 g B-Jodpropionsdiure wurden unter guter Kiihlung 
mit 30 g 33°/oiger Methylaminlésung in ROhren’eingeschmolzen. 
Entfernt man die dufere Kiihlung nach dem Zuschmelzen, so 
list sich die Saure jeweils unter starker Erwirmung. Die 
Bomben wurden hierauf 6 Stunden auf 120° erhitzt. Nach dem 
Erkalten wurde das Reaktionsprodukt mit einer Lésung von 
'/2 Molekiilen (ber. auf 1 Mol. Jodpropionsiiure) Ba(OH), ver- 
setzt und das freie Methylamin mit Wasserdimpfen abgeblasen. 

Die weitere Isolierung der Aminosiiure erfolgte genau analog 
wie bei der isomeren a-Methylaminopropionsiiure. Der zuletzt 
erhaltene dicke Sirup erstarrte nach ca. 2 Tagen im Exsikkator 
zu einem Krystallbrei. Die Krystalle wurden von dem anhaf- 
tenden, éiuBerst hygroskopischen Sirup durch scharfes Absaugen 
cetrennt und wiederholt mit kleinen Mengen gut gekiihlten 
absoluten Alkohols nachgewaschen. Sodann wurden die Kry- 
stalle zweimal aus 96°/oigem Alkohol umkrystallisiert. Man 
erhiilt so den K6érper in Form farbloser Tafeln, welche tiber 
Schwefelsdure verwittern unter Abgabe von 1 Molekiil Krystall- 
wasser. Die krystallwasserhaltige Substanz sintert bei 72°, 
schmilzt aber erst bei 99—100° zu einem durchsichtigen Tropfen. 
Die Substanz lést sich spielend in der Hilfte ihres Gewichts 
kallen Wassers. Ebenso losen sich 10 Teile der Siiure schon 
in 6 Teilen heiBen Alkohols. In kaltem Alkohol ist die Siéure 
weniger loslich. Die wiisserige LoOsung 1:5 schmeckt etwas 
stiblich und zeigt deutlich amphotere Reaktion. An trockener Luft 
sind die Krystalle unverindert haltbar, zerflieBen dagegen leicht 
an feuchter Luft. Beim Erwarmen gibt die Substanz ihr Krystall- 
wasser schon unter 80° vollkommen ab: ebenso im Vakuum 
liber H,SO,. Die Ausbeute an reiner Saure betrug 65°/o der 
Theorie. AuBerdem konnte durch Veresterung der Mutterlauge 
noch ein weiterer Teil reiner Saure erhalten werden. 


Die Analyse der Verbindung ergab: 
I, 0.3194 g Substanz verlieren iiber H,SO, 0,0474 g Wasser. 


Il. 0.9328 » : ‘ > 00,1384 » R 
Ill. 01500 » > cinta 15,4 ccm N bei 12° und 732 mm. 
IV. 0.1441 » » >» 14,8 > » > 17° » 729 » 


V. 01548 » > »  ,2243 g CO, und 0,1278 g H,0. 
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Fiir (C,H,NO, - H,O) berechnet: Gefunden: 
H,O = 14,87°/o I. 14,84°%o ID. 14,8420 
C = 89,67°o 39,52 °/o 
H = 9,09% 9,240 
N = 11,57°o III. 11,84°o IV. 11,60%o. 


Beim Umkrystallisieren der rohen Krystallmasse aus A\|- 
kohol bleibt eine kleine Menge eines amorphen, gallertartigen 
Korpers, der deutlich die Biuretreaktion zeigt, ungelést zuriick. 
Derselbe wurde noch nicht naher untersucht. | 

Die Salze der B-Methylaminopropionséiure mit Mineral- 
siuren sind samtlich sehr weitgehend hydrolytisch gespalten 
und reagieren daher stark sauer. Von den entsprechenden 
Salzen der isomeren a-Siiure unterscheiden sie sich durch ihre 
geringere Loslichkeit. Sie lassen sich auch aus Alkohol um- 
krystallisieren. 


Derivate der B-Methylaminopropionsaure. 


Die schwefelsaure B-Methylaminopropionsdure 
(C,H,NO,), - H,S0, 
hinterbleibt beim Einengen einer Losung der Siure in der be- 
rechneten Menge "/10-H,SO,. Zur Analyse wurde das Salz 
einmal aus kochendem Alkohol umkrystallisiert, woraus es in 
schénen prismatischen Nadeln erhalten wird. Das Salz lést 
sich spielend in kaltem Wasser, sehr schwer selbst in kochendem 
Alkohol. Im Schmelzrohrchen erhitzt sintert die Substanz bei 
120°, schmilzt jedoch klar erst bei 130°. Das Salz enthiilt 
kein Krystallwasser. 
0,2157 g Substanz: 0,1647 g BaSQ,. 
Berechnet: H,SO, 32,22°/o; gefunden: 32,08 °/o. 
Die salzsaure B-Methylaminopropionsidure 
(C,H NO, - HCl) 

wird erhalten durch Einengen einer Lésung der Saéure in der 
berechneten Menge "/:0-HCI! zuerst auf dem Wasserbad, zum 
Schlu8 im Vakuum. Man erhilt so farblose Schuppen, die aus 
einer Lisung in sehr wenig Wasser nach Zugabe des 6-fachen 
Volumens an absolutem Alkohol als farblose, prismatische, zum 
Teil zu Biindeln zusammengefiigte Nadeln auskrystallisieren. 
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Die wisserige L6sung reagiert stark sauer. Im Schmelzréhrehen 
erhitzt sintert das Salz ab 95° und schmilzt zum klaren Tropfen 
hei 105°. 

0.2105 g Substanz: 0,2162 g AgCl. 

Berechnet: HCl] 26,13 °/o; gefunden: 26,12 °/o. 
Chloroplatinat der B-Methylaminopropionsiure 
(C,H,NO, - HCl), - PtCl,. 

5 g der rohen Krystallmasse wurden in etwas HCI gelost, 
diese L6sung mit tiberschitissiger Platinchloridlésung versetzt 
und auf dem Wasserbad zur Sirupdicke eingeengt. Nach dem 
Erkalten schied sich die Platinverbindung nach einiger Zeit in 
Form priachtiger, derber, orangegelber Krystalle ab. Durch 
Zusatz von absolutem Alkohol zu dem eingedickten Sirup 
konnte die Krystallisation der ganzen Masse fast momentan 
erzielt werden. Nach zweimaligem Umkrystallisieren aus Wasser 
schmolzen die Krystalle bei 196° unter Zersetzung. Sie lésen 
sich sehr leicht in heifiem, weniger in kaltem Wasser. In ab- 
solutem Alkohol sind sie fast unléslich. Die im Achatmérser 
zerriebene lufttrockene Substanz bleibt sowohl im Vakuum tiber 
H,SO,, als auch beim Erhitzen auf 105° gewichtskonstant, ent- 


hilt somit kein Krystallwasser. Die Analyse!) ergab: 
I, 0,1301 g Substanz: 0,0751 g CO,, 0,0409 g H,O und 0,0412 g Pt. 


II. 0,1796 » » 0,1022 >» » 0,0542> » 0,0571 » 
III. 03487 » 14,30 ccm N bei 18° und 740 mm. 
IV. 0,1067 » > 0,1485 g AgCl. *) 
Fir C,H,,N,0,C],Pt Gefunden: 

berechnet: [. I. 

CG 15,58 Yo 15,750 15,52 /o 

H = 3,25 %o 3,52 %/o 3,38 %/o 

N 4,58 °/o 4,64 °/o 

Cl 34,58 °/o 34,41 °/o 

Pt 31,65 Jo 31,67°/o = 81,79 %o. 


Kupfersalz der B-Methylaminopropionsdure 
((C,H,NO,),Cu + 6 H,0. | 


Digeriert man die reine Séure in wasseriger LOsung mit 





‘) Die gleichzeilige Bestimmung von C, H und Pt gelang sehr schén 
mit dem automatischen Verbrennungsofen von Prof. Fritz Pregl (vgl. B., 
Bd. XXXVIII, S. 1434, 1905). 

?) Cl-Bestimmung nach Wallach, B., Bd. XIV, S. 753 (1881). 
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einem Uberschu8 von Kupferoxydhydrat auf dem Wasserbad, 
engt das Filtrat auf dem Wasserbad ein, und laSt man die 
konzentrierte Losung hierauf langere Zeit im Vakuumexsikkator 
stehen, so erhilt man tiefdunkelblaue, rhombische Prismen, 
Dieselben enthalten 6 Molekiile Krystallwasser. Leichter erreicht 
man die Krystallisation, wenn man dem eingeengten Filtrat 
ein gleiches Volumen absoluten Alkohols und 2 Volumen Ather 
zugibt: an der Beriihrungsstelle der beiden Schichten scheidet 
sich dann das Kupfersalz in Form hiibscher Krystalle aus. 


|. 0.1488 g Substanz verlieren bei 105° 0,0429 g H,0O. 


If. 0,0773 » > > » 105° 0,0221 » 
III. 0.1488 » > hinterlassen beim Gliihen 0,0311 g CuO. 
Berechnet: 6H,O 28,75 °/o. Gefunden: I. 28,83 °/o, II. 28,59 °o. 
Cu 16,93 Jo. > 16,69 Jo. 


Das Salz wird beim Loésen in Wasser zum Teil schon in 
der Kilte, ganz betrichtlich aber beim Erwérmen hydrolytisch 
gespalten, wahrend das entsprechende Kupfersalz der isomeren 
a-Methylaminopropionsaure in wiisseriger L6sung kurze Zeit ohne 
Veriinderung auf dem Wasserbad erwirymt werden kann. 


8-Methylaminopropionsdureiithylester 
CH,(NHCH,)CH, — COOC,H, = C,H,,NO,. 


In die L6sung von 5 g Saure in 20 g absoluten Alkohols 
wurde 10 Minuten lang gasférmige HCI in lebhaftem Strom 
eingeleitet; alsdann erwiérmte man die Lésung noch !/4 Stunde 
auf dem Wasserbad und stellte hierauf in eine Kiltemischung. 
Da sich selbst nach 8 tiigigem Stehen bei — 10° keine Krystalli- 
sation zeigte, wurde das in Alkohol demnach sehr leicht lés- 
liche Chlorhydrat nach der Methode von E. Fischer direkt 
auf freien Ester verarbeitet. Beim Verdunsten des Alkohols 
im Vakuum schied sich das Chlorhydrat krystallinisch aus, doch 
wurde auf die Isolierung und Reinigung desselben verzichtet. 

Der Ester siedet unter 8 mm Druck bei 58° (Wasserbad 
70—75°) und zeigt schwach ammoniakalischen Geruch. D+; 
= 0,9669. Eine Stickstoffbestimmung ergab: 

0.2000 g Substanz = 18,2 ccm N bei 7° und 727 mm. 
Fiir C,H,,NO, berechnet: N = 10,69°/o; gefunden: N = 10,61 °%/o. 
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3-Methylguanidopropionsaure 


(C;H, ,N,O, « H,0). 


NX -H,0. 
CH, — CH, — COOH 


Man lést 20,6 g 8-Methylaminopropionsiiure in 15 g Wasser 
und 8,4 g Cyanamid in 8 g Wasser, versetzt die Mischung beider 
Lisungen mit 10 Tropfen konzentriertem wiisserigen NH, und 
lift das Ganze bei Zimmertemperatur stehen. Nach wenigen 
Stunden schon beginnt eine reichliche Krystallisation. Nach 
:8 Stunden wurde die Mutterlauge abgegossen. Die erste Kry- 
stallisation ergab mit absolutem Alkohol gewaschen und ge- 
trocknet 12,7 g sofort analysenreinen Materials. 

Nach 3 Tagen wurden nochmals dg, nach weiteren 6 Tagen 
3 ¢ ebenfalls sofort ganz reiner Krystalle erhalten. Die Ge- 
samtausbeute an reiner B-Methylguanidopropionsiiure betrug 
23,0 g = ca. 80°/o der Theorie. Die Verbindung list sich 
ziemlich leicht in heifem, schwer in kaltem Wasser. In ab- 
solutem Alkohol werden die zuvor glasgliinzenden Krystalle beim 
Erwarmen undurchsichtig — offenbar unter Abgabe des Krystall- 
wassers —, ohne sich mehr als nur in minimalen Spuren zu 
ldsen; in Ather ist die Verbindung fast ganz unlislich. Aus 
Wasser krystallisiert die Séure in Form prichtiger, farbloser, 
stark lichtbrechender, derber Prismen. Die wiisserige Losung 
| = 10) reagiert neutral und schmeckt schwach bitter. 

Zu feinem Pulver in der Achatschale zerrieben, bleibt 
der Kérper selbst bei mehrtégigem Stehen im Vakuum tiber 
Schwefelsiure durchaus gewichtskonstant. Auf 105° erhitzt 
aber gibt er 1 Molekiil Krystallwasser ab. Die Substanz schmilzt 
bel 201—202° unter Aufschiiumen und Dunkelbraunfirbung. 

I. 0,9396 g Substanz verlieren bei 105° 0,1038 g Wasser. 

II. 0,2466 » > > > 105° 0,0271 » > 


Berechnet fiir C,H,,N,0,-H,O: H,O = 11,04 °o. 
Gefunden: I. 11,05°/o; II. 10,99 %o. 
Il]. 0,1296 g Substanz ergaben 0,1958 g CO, und 0,0916 g H,O. 
IV. 0,1633 » > > 02463> » » O118>» » 
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Berechnet: C = 41,35°/o; gefunden: C == 41,21°/o; 41,14 %pv. 
H = 7,64°/0; > H= 7,91°%,o; 7,66%. 


V. 0.0982 g Substanz ergaben 25,6 ccm N bei 17° und 722 mm. 


“os 


Jerechnet: N == 28,96°,0; gefunden: N = 29,15 °%)o. 


Die Analysen III—V wurden mit krystallwasserfreier, bei 
105° gewichtskonstanter Substanz ausgefiihrt! 

Obwohl die Saure gegen Lackmus durchaus neutral reagiert. 
zeigt sie doch Mineralsduren gegeniiber deutlich basischen Cha- 
rakter und bildet mit denselben eine Reihe bestindiger, wohl- 
charakterisierter Salze, welche in Wasser weitgehend hydro- 
lytisch gespalten sind und stark saure Reaktion zeigen. 


Schwefelsaure B-Methylguanidopropionsiure 
(CH, ,N,0,), - H,SO,. 


Wird die Siéure in der berechneten Menge "/10-H,SO, 
gelost und diese LOsung auf dem Wasserbad eingedunstet, so 
hinterbleibt zunachst ein ziiher Sirup, der nach 2 Tagen im 
Exsikkator zu einer schneeweifen, porzellanartigen Masse er- 
starrt. Die Lésung dieses Rohsalzes (1,0) in wenig kaltem 
Wasser (1,0) wird mit dem 5fachen Volumen absoluten Alkohols 
versetzt. Aus dieser LOsung krystallisiert das Salz in Nadeln, 
welche zu Drusen gruppiert sind. Im Schmelzréhrchen sintert 
die Substanz bei 140° und zersetzt sich ab 145° unter Auf- 


schiiumen zu farblosen, kleinen Gasbliischen. 
0,1867 g Substanz: 0,1122 g BaSO, 
Fiir (C,H,,N,O,),-H,SO, berechnet: H,SO, = 25,26°/o; gefunden 25,25° » 


Die salzsaure B-Methylguanidopropionsdure 
(C,H, ,N,0, - HC!) 
hinterbleibt beim Abdampfen einer Losung der Substanz in der 
berechneten Menge ®/10-HCl in Form farbloser Schollen, welche 
zur Reinigung mit absolutem Alkohol bedeckt und_ scharf 
abgesaugt wurden. Das Salz lést sich spielend in kaltem 
Wasser, ebenso in Alkohol. Die wiisserige Losung reagiert stark 
sauer. Das Salz sintert bei 150° und schmilzt klar bei 160°. 


0,1481 g Substanz ergaben 0,1158 g AgCl. 
Berechnet: HCl = 20,07 °/o; gefunden: 19,88 °/o. 
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Chloroplatinat der B-Methylguanidopropionsidure 
|(C.,H, ,N;0, - HCl), - PtCl,]. 

Ein Gramm der feingepulverten Siiure wird in 18 g 
10°/oiger Platinchloridlésung bei ca. 35° gelést. Bald beginnt die 
Abscheidung priichtiger, sehr stark lichtbrechender Krystallchen, 
yorwiegend in Form ca. 1 mm grofer, anscheinend qua- 
dratischer Prismen kombiniert mit vierseitigen Pyramiden. Das 
Salz bleibt bei 105° gewichtskonstant und ist frei von Krystall- 
wasser. In kaltem Wasser ist dasselbe ziemlich schwer lis- 
lich und sechmilzt bei 195° unter Aufschiumen. Eine Platin- 
bestimmung ergab: 

0.2567 g Subsianz: 0,0714 g Pt. 
Fiir (C,H,,N,0, - HCl),PtCl, berechnet: Pt = 27,84 °/0; 
gefunden: Pt = 27,82 °/o. 


Versuch zur Darstellung des B-Methylguanidopropion- 
siurelactams = (C,H,N,0) ? 


NH — CO 
HN =C cH, 

N — CH, 

| 

CH, 


2 g ®-Methylguanidopropionséure wurden mit 50 cem 
10°/oiger H,SO, 6 Stunden am Riickflubkiihler im Kochen er- 
halten. Hierauf wurde die Schwefelsiure mit kohlensaurem 
Baryum quantitativ ausgefallt, und das Filtrat im Wasserbad 
zur Krystallisation eingedampft. Das Filtrat reagierte anfangs 
stark alkalisch; nach der Konzentration jedoch war die Reaktion 
der Fliissigkeit nur noch schwachalkalisch! Die ausgeschiedenen 
Krystalle erwiesen sich durch Krystallform, Schmelzpunkt, 
Krystallwassergehalt und Ldoslichkeitsverhiltnisse als unver- 
inderte B-Methylguanidopropionsdure. Die gesuchte Base war 
demnach wohl anfangs in der Lésung vorhanden, beim Ein- 
dampfen war jedoch der Ringschluf aufgehoben, und die offene 
Guanidoséure zuriickgebildet worden! 

Wenn auch die Isolierung der freien Base nicht gelang, so 
erhielt ich dieselbe wenigstens in Form ihrer Salze mit HCl 
und H,PtCl,, sowie als Chlorzinkdoppelsalz. 
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Salzsaures B-Methylguanidopropionsiurelactam 
(= C,H,N,O - HCl). 


Die Uberfiihrung des «Kreatins» in das salzsaure Lactam 
gelingt leicht, wenn man 1 g der Saéure mit 5 ccm verdiinnter 
HCl (1,07 spez. Gew.) auf dem Wasserbad wiederholt zur 
Trockne verdampft und das zuriickbleibende Salz hierauf aus 
Wasser umkrystallisiert. Der Schmelzpunkt des Chlorhydrats 
liegt bei 228°. 

Kine HCl-Bestimmung ergab: 

0,1251 g Substanz: 0,1104 g AgCl. 
Fiir (C,H,N,0 - HCl) berechnet: HCl = 22,29°/o; gefunden 22,44°)... 


Chloroplatinat des B-Methylguanidopropionsiure- 
lactams = [(C,H,N,O - HCl), - PtCl,| - 2H,0. 


1 g B-Methylguanidopropionséure wird mit 2 cem konzen- 
trierter Salzsiiture und 20 cem 10°/oiger Platinchloridlésung 
auf dem Wasserbad erwiirmt. Nach dem Erkalten krystallisier! 
das Platinsalz des Lactams in Form langer, prismatischer, 
orangefarbiger, raphidenartig gruppierter Nadeln aus; diese 
ldsen sich in 4 Teilen warmen Wassers, ziemlich schwer da- 
gegen in kaltem Wasser, fast nicht in Alkohol. Das nochmals 
aus Wasser umkrystallisierte Salz schmilzt bei 203° unter Aul- 
schiiumen. Das Salz enthilt 2 Molekiile Krystallwasser. 

I. 0,1934 g Substanz verlieren bei 105° 0,0099 g H,O und hinterlassen 
gegliiht 0,0534 g Pt. 
I]. 0,1655 g Substanz ergaben 0,1031 g CO,, 0,0506 g H,O und 0,0459 g Pt. 
Fiir (C,H,N,O - HCl), - PtCl,-2H,O berechnet: Gefunden: 


H,O 5,140 5,120 
C 17,14 % 16,99 yo 
H 3,43 % 3,42 %/o 
Pt 27,86 %o 27,61 Jo, 27,73 %o. 


Chlorzinkdoppelsalz des salzsauren B-Methylguanido- 
propionsiurelactams (C,H,N,O - HCl), - ZnCl. 


Wird die wiisserige LOsung der salzsauren Verbindung des 
Lactams mit konzentrierter Chlorzinklésung versetzt, so scheidet 
sich beim Einengen der Lésung das Chlorzinkdoppelsalz in 
Form weiBer Nadeln aus. Einmal aus Wasser umkrystallisiert, 
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schmilzt das Salz bei 199—200°. Bei 105° bleibt das Salz 
cewichtskonstant und enthilt somit kein Krystallwasser. 
Eine HCl-Bestimmung ergab: 


0,1068 g Substanz: 0,1319 g AgCl. 
Berechnet: HC] = 30,64°/o; gefunden 30,53 °/o. 


III. dl a-Methylaminobuttersaure. 
(CH,CH,CH(NHCH, COOH - H,O = C,H, ,NO, - H,0. 


Fir die Darstellung der a-Methylaminobuttersaure hatte 
Duvillier!) wasserige Methylaminlésung auf die freie o-Brom- 
buttersiiure einwirken lassen. Die Isolierung der Siiure erreichte 
er nach einem Verfahren, das der Vorschrift von Volhards 
Sarkosinsynthese entspricht. Ich beniitzte das gleiche Verfahren, 
unter Verwendung von o-brombuttersiureiithylester als Aus- 
sangsmaterial. Duvillier erhielt die Methylaminobuttersadure 
durch Ausziehen des Rohprodukts mit Alkohol und Fallen der 
alkoholischen Lésung mit Ather krystallwasserfrei. 

Krystallisiert man die Saéure aus Wasser um, so erhiilt 
man schéne, farblose, derbe Prismen, welche 1 Molektl Kry- 
stallwasser enthalten. Die Krystallisation nimmt in diesem 
Fall allerdings viele Wochen in Anspruch. Rascher erhilt man 
die krystallwasserhaltige Saure, wenn man die mit Alkohol 
gewaschene Rohsiiure im gleichen Gewicht Wassers lést, das 
Xfache Volumen absoluten Alkohols zusetzt und diese Mischung 
langsam verdunsten lift. Die Verbindung krystallisiert dabei 
inForm farbloser, zu halbkugeligen Warzen gruppierter Prismen. 
Die wasserige Losung 1:10 reagiert schwach sauer. Die Siure 
hat keinen scharfen Schmelzpunkt. Bei 280° beginnt die Substanz 
langsam zu sublimieren, bei 290—92° ist die Sublimation zu 
inde; an der Wand des Sehmelzréhrchens hat sich ein krystal- 
linisches Sublimat niedergeschlagen, am Boden des Réhrchens 
beobachtet man ein gelbliches Ol. Die wiisserige Lisung der 
Siure (1:5) ist ohne Wirkung auf die Ebene des polarisierten 
Lichts. Die Analyse der Substanz ergab: 





') Duvillier, A. ch. (5), Bd. XX, 3S. 188. 
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1. 0,1876 g Substanz verlieren bei 110° 0,0243 g Wasser. 
Il. 0,1423 » > : > 110° 0,0184 » > 
Berechnet: 1H,O = 13,33°/0; gefunden: I. 12,95 °/o, Il. 12,93 %/o. 
Die Kohlenwasserstoff-und Stickstoffbestimmung wurden mit 
krystallwasserfreier, bei 110° getrockneter Substanz ausgefiihrt. 


I. 0,1602 g Substanz: 0,2993 g CO, und 0,1372 g H,0. 


II. 0.2639 » > 0,4968 >» » » (),2249 > » 
Hf. O,L761 » > 19,1 com N bei 18° und 731 mm. 
Fiir C,H,,NO, berechnet: Gefunden: 
I, II. 
C 51,23 °%/o 90,95 °/o, 51,34 %/o 
H 9,46 %o 9,58 %/o, 9,53 %/o 
N 11,99 %/o 12,24 °/o. 


Salze der a-Methylaminobuttersaure. 


Das prichtig krystallisierende Kupfersalz 
(C,H, ,NO,),Cu - 2 H,0 
hat Duvillier!) schon beschrieben; die wiisserige Lésung des- 
selben (1:10) lift sich kurze Zeit auf dem Wasserbad er- 
wiirmen, ohne daB hydrolytische Spaltung zu beobachten wiire. 


a-Methylaminobuttersaures Quecksilber 
(C;H,,NO,),Hg. 

1 g der Siiure wird mit tiberschiissigem, geschlammtem 
Quecksilberoxyd '/1 Stunde auf dem Wasserbad erwarmt, das 
Filtrab auf ca. 3 cem eingeengt und mit 30 ccm absoluten 
Alkohols versetzt. Nach etwa 20 Stunden ist der Boden und 
die Wand der Krystallisierschale mit einer Kruste farbloser 
Krystalle bedeckt, die unter dem Mikroskop deutlich oktaedrische 
Formen mit abgestumpften Ecken erkennen lassen. Die Substanz 


kann auf 260° erhitzt werden, ohne zu schmelzen. 
0,3034 g Substanz: 0,1625 g HgS. 
Fiir (C;H,,NO,),Hg berechnet: Hg = 46,28°/o; gefunden Hg = 46,15°/0. 


Schwefelsaure a-Methylaminobuttersiure 
(C5H,,NO,), » HSO, 
wird erhalten durch Eindampfen einer Lésung der Séure in 
der berechneten Menge ®/10-H,SO,. Das Salz ist in Wasser 


') Duvillier, A. ch. (5), Bd. XX, S. 188 (1888). 
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spielend léslich und wird am besten aus wenig absolutem Alkohol 
umkrystallisiert, woraus dasselbe sich in feinen, biischeligen 
Nadeln abscheidet. Es schmilzt bei 199—200°. Die Analyse 
der bei 105° gewichtskonstanten Substanz ergab: 


I. 0,2236 g Substanz: 0,1554 g BaSQ,. 
I]. 0,1881 » > 13,5 ccm N bei 7° und 740 mm. 


Fiir (C,H,,NO,), -H,SO, berechnet: Gefunden: 
H,SO, 29,50°/o 29,19 °/o. 
N 8,45 99 8,52 "/0. 


Chloroplatinat der a-Methylaminobuttersdure 
((C;H,,NO, - HCl),PtCl,| - 4H,0. 


Die Lésung von 1 g der Aminosidure in 3 g Wasser ver- 
setzt man mit einigen Tropfen HCl und 23 g 10°/oiger Platin- 
chloridlésung; konzentriert man die Lésung im Vakuum, so 
erstarrt sie zuletzt zu einer strahlig krystallinischen Masse. 
Das Salz lost sich spielend in Wasser und Alkohol und wurde 
daher zur Reinigung rasch mit 10 cem Atheralkohol durch- 
triinkt (1 : 2) und sogleich scharf abgesaugt. Die orangegelben, 
langen prismatischen Krystallesintern zwischen 65—70, schmelzen 
bei 72° zu einem klaren Tropfen; bei 120° beobachtet man 
ein leichtes Aufkochen, bei 210° Schwirzung und Zersetzung. 
Das Salz gibt schon im Vakuum iiber H,SO, sein Krystallwasser 
vollkommen ab. Das krystallwasserfreie Salz bleibt bei 105 ° 
sewichtskonstant, sintert bei 141°, wird gegen 150° durch- 
sichtig fliissig, schaumt bei 180° sehr stark und zersetzt sich 
bei 210° unter Schwiarzung. 


0.2708 g Substanz verlieren im Vakuum iiber H,SO, 0,0269 g Wasser und 
hinterlassen beim Gliihen 0,0736 g Pt. 


Fiir (C,H,,NO, - HCl),PtCl, -4H,O berechnet: Gefunden: 
H,O 10,07 °/o 9,93 °/o. 
Pt 27,22 Jo 27,18 °/o. 


Duvillier') erhielt 2 Platinsalze der a-Methylaminobutter- 
siure, von denen das eine mit 5 Molekiilen, das andere ohne 


Krystallwasser krystallisiert. 


') Duvillier, A. ch. (5), Bd. XX, S. 188 (1888). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. LXI. 
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u-Methylaminobuttersduredthylester C,H,,NO,. 


Die Veresterung der Siiure erfolgte nach der Vorschrift. 
welche E. Fischer fiir die Veresterung!) der a-Aminobuttersaure 
angegeben hat. Das Hydrochlorat des Esters fiel erst nach 
dem Abdestillieren des Alkohols im Vakuum aus und wurde 
auf freien Ester weiterverarbeitet. Der Ester siedet unter 8 mm 
Druck bei 51—52°. 

D + 10.30 = 0,9348. Der Geruch des Esters ist schwach 
ammoniakalisch. Eine N-Bestimmung ergab: 

0,1959 g Substanz = 16,6 ccm N bei 11,5° und 731 mm, 

Fir C;H,,NO, berechnet: N = 9,65°/o; gefunden: N = 9,78 °/o, 
Einwirkung von Cyanamid auf a-Methylamino- 
buttersaure. 


a-Methylguanidobuttersaurelactam 
oder 
u-Imido-a-keto-B-athyl-n-methyltetrahydroglyoxalin = C,H, ,N,0. 


NH — CO 
NH = CY 


| 
‘<8 


CH, (si, 

Bei der Einwirkung von Cyanamid auf a-Methylamino- 
propionsdure hatte Lindenberg?) ausschlieflich die o-Methyl- 
guanidopropionsiure (//a), d. h. ein «Kreatin» bekommen. 

Bei der Einwirkung von Cyanamid auf Methylaminoessig- 
sdure erhielten sowohl Volhard’) als Strecker‘) zuniichst 
die Methylguanidoessigséure (J) (= Kreatin), welche erst durch 
Einwirkung von Mineralséuren in das «Lactam» (= Kreatinin) 
iibergefiihrt wurde. 

Duvillier erhielt aus Cyanamid + a-Methylaminobutter- 
siiure direkt die dem Kreatinin entsprechende Verbindung (J//). 

Meine Versuche mit der a-Methylaminopropionsiure 
fiihrten, entgegen dem Befund von Lindenberg, stets zum 
«Kreatinin» (7b). 

') E. Fischer, B., Bd. XXXIV, S. 433 (1901). 

*) Lindenberg, J. pr. Ch. (2), Bd. XII, S. 253 (1875). 

*) Volhard, Sitz.-Ber. k. Bayr. Akad., 1868, S. 472. 

') Strecker, J., 1868, S. 686. 
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Durch Wiederholung der Versuche von Duvillier zur 
Synthese der a-Methylguanidobuttersaure, die letzterem, wie er- 
wihnt, nur das «Kreatinin» geliefert hatten, hoffte ich Auf- 
schlu8 dariiber zu erhalten, ob die Bildung des «Kreatinins» (aus 
Cyanamid -+- a-Methylaminobuttersdéure) von Duvillier und 
meines «Kreatinins» (aus Cyanamid ++ Methylaminopropionsiure) 
nur zufallig erfolgte, oder ob die Gewinnung des freien Kreatins 
nur bei der einfachsten Verbindung, der Methylguanidoessig- 
siure, leicht zu erreichen war. 


I. TT a. 
NH, NH, 
NH = ef NH = cf 
‘N — CH, — COOH \N — CH — COOH 
| | 
CH, CH, CH, 
Kreatin (Volhard, Strecker). Lindenberg. 
ITb. TT. 
NH — CO NH — CO 
HN = c/ | HN = (7% 
Nn — CH ‘Ny — CH 
| | | | 
CH, CH, CH, C,H, 
Gansser. Duvillier und Gansser. 


Bei vier verschiedenen Versuchen gelangte indes auch 
ich — wie Duvillier — durch Einwirkung von Cyanamid 
auf a-Methylaminobutterséiure nur zum Lactam (//J), d. h. 
einem «Kreatinin». 

Die Reaktion verlauft indes hier jedenfalls weniger glatt 
als bei den entsprechenden Propionsiurehomologen. 

Besonders ist die Isolierung des Lactams infolge seiner 
grofen Loéslichkeit in Wasser und Alkohol sehr erschwert, und 
krystallisiert aus dem Reaktionsgemisch meist gleichzeitig das 
Lactam und unveranderte «-Methylaminobuttersiure aus. 

Lafbt man die Reaktion in staérker ammoniakalischer Losung 
vor sich gehen, so tritt sofort reichliche Bildung von Dicyan- 
diamid ein, und erstarrt das ganze Reaktionsgemisch zu einer 





') Duvillier, C. r., Bd. XCV, S. 457 (1882, 2). 
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festen Masse, aus der sich bis jetzt mit den verschiedensten 
Lésungsmitteln die einzelnen Reaktionsprodukte noch nicht 
haben isolieren lassen. Zudem ist die Charakterisierung der 
K6rper durch den Mangel scharfer Schmelzpunkte an sich 
schon sehr erschwert. 

Verschiedene Analysen, deren Werte zwischen den fiir 
das «Kreatin» und anderseits fiir das «Kreatinin» berechneten 
liegen,!) bestarken mich in der Hoffnung, da8 es bei geschickter 
Wahl der Bedingungen noch gelingen muf, die Reaktion in 
dem einen oder andern Sinn vollstindig verlaufen zu lassen 
oder eventuell das «Kreatinin» in das «Kreatin» tiberzufiihren. 


Chloroplatinat des a-Methylguanidobuttersaure- 
lactams 


(C,H, ,N,O - HCl), - PtCl,] - 2H,0. 


Bei der homologen B-Methylguanidopropionséure geben 
«Kreatin» und «Kreatinin» leicht zu unterscheidende Chloro- 
platinate. Ich versuchte daher, auch hier durch Herstellung 
der Platinsalze beide Kérper zu isolieren. Doch gelang mir 
bis jetzt nur die Herstellung des Kreatinindoppelsalzes. 

0,5 g der bei der Einwirkung von Cyanamid auf a-Methy!- 
aminobuttersiure zuerst ausgeschiedenen Krystalle wurden in 
wenig Wasser geldst und nach Zusatz von 10g 10 °/oiger 
Platinchloridl6sung vorsichtig an der Luft verdunstet. Dabei 
schieden sich bald 1,2 g dunkelorangegelber, derber Krystalle 
aus, welche scharf abgesaugt und mit Alkohol gewaschen 
wurden. In Wasser ist das Salz sehr leicht léslich, ziemlich 
leicht in Alkohol, kaum in Ather. Einmal aus Wasser um- 
krystallisiert, schmilzt das Salz bei 186—187 ° unter Aufschéumen 
und fiirbt sich bei 190° dunkelbraun. Es enthalt 2 Molekiile 
Krystallwasser. 


0,2595 g Substanz verlieren bei 105° 0,0130 g Wasser und _hinterlassen 
beim Gliihen 0,0693 g Pt. 


') So gaben z. B. 2 verschiedene Krystallisationen 27,39°/o bezw. 
29,21 °/o N. 
Berechnet fiir ein «Kreatin» 26,45 °/o N. 
fiir ein <Kreatinin> 29,83 °/o N. 
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Fiir die Formel {[(C,H,,N,O - HCl), - PtCl,]-2H,O berechnet: Gefunden: 
H,O 4,95 %/o 5,01 Jo. 
Pt 26,76 % 26,70 Jo. 
IV. +-Methylaminobuttersaure. 
CH,(NHCH,)CH,CH,COOH = C,H, ,NO,,. 
Den zur Herstellung der y-Methylaminobuttersaure er- 
forderlichen y-Chlorbuttersaéureester erhielt ich nach dem 


Reaktionsschema: 

CH,Cl CH,Cl CH,Cl CH,Cl 

| | | | 

CH, ——> CH, a> CH, om==>. CH, 

| | | | 

CH,Br CH,CN CH, — COOH CH, — COOC,H,, 


unter Kombination der Verfahren von Gabriel,!) Cloves?) 
und Henry.) 

Je 20g y-Chlorbuttersiureester und 8,5 g wasserfreies 
Methylamin wurden in 25 g Benzol gelést und unter guter Kihlung 
durch eine Kéltemischung in eine Rohre eingeschmolzen. Nach 
Entfernung der Kiihlung wurden die Bomben 8 Stunden im 
Wasserbad erhitzt. Nach dem Erkalten hatte sich eine reich- 
liche Menge Methylaminchlorhydrats (60°/o des theoretisch be- 
rechneten) krystallinisch ausgeschieden, wiéhrend der Ester mit 
dem Benzol eine klare Lésung bildete. Die Benzollésung 
wurde vom Methylaminchlorhydrat durch Absaugen getrennt 
und im Scheidetrichter mit dem doppelten Volumen salzsiure- 
haltigen Eiswassers versetzt. Die vom Benzol, das hodchstens 
noch Spuren unveridnderten Halogenesters enthielt, abgegossene 
wiasserige Lésung des salzsauren Esters wurde zwecks Zer- 
legung des noch vorhandenen Methylaminchlorhydrats mit einem 
Uberschu8 heifgesiittigter Barytlésung versetzt und das frei- 
gemachte Methylamin mit Wasserdimpfen abgeblasen. Aus 
dem Destillationsriickstand wurde die Salzsiure mit kohlen- 
saurem Silber gefiallt, aus dem Filtrat vom AgCl eine kleine 
Menge in Lésung gegangenen Silbers durch H,S_ entfernt; 
hierauf fillte man das Baryum quantitativ mit H,SO, und engte 





) Gabriel, B., Bd. XXIII, S. 1771 (1890), 


*) Cloves, Ann., Bd. CCCXIX, S. 360 (1901). 
*) Henry, BI., Bd. XLV, S. 3441. 
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dieses letzte Filtrat zum Sirup ein. Der Sirup wurde mit dem 
dreifachen Volumen absoluten Alkohols versetzt und _ hierzu 
absoluter Ather bis zur beginnenden Triibung zugegeben. Nach 
ca. 20 Stunden hatte sich eine reichliche Krystallisation aus- 
geschieden. Die Krystalle wurden rasch abgesaugt, um die 
Aufnahme von Feuchtigkeit aus der Luft zu vermeiden, und 
das Reinigungsverfahren durch Lésen der Saure in absolutem 
Alkohol und Zusatz von absolutem Ather bis zur beginnenden 
Triibung noch zweimal wiederholt. Man erhalt auf diese Weise 
die Siure in Form leichter, schneeweifier Nadeln, die bei 146° 
schmelzen. Die Ausbeute betrug nur 20 °/o der Theorie. 

Tafel!) und Wassmuth erhielten die y-Methylamino- 
butterséure durch Aufspaltung von Methylpyrrolidon. Dieser 
Weg diirfte, sobald das letztere leicht zuginglich ist, jeden- 
falls vorteilhafter sein, da bei der Herstellung des y-Chlorbutter- 
siureesters die Ausbeute zu wiinschen iibrig laft. 

Die Saure ist in kaltem Wasser spielend ldéslich und, 
wie schon Tafel und Wassmuth berichten, sehr zerflieBlich. 
Ein Teil der Saure list sich in 5 Teilen heifen, absoluten 
Alkohols. Die wiisserige Lésung 1:10 reagiert auf Lackmus 
schwach, aber deutlich alkalisch, und hat einen eigentiimlich 
siiBaromatischen Geschmack. Dieselbe wird durch AgNO, 
nicht verandert. Die konzentrierte wasserige Lésung gibt mit 
Sublimatlésung eine weife Fallung. 

I, 0,2322 g Substanz ergaben 0,4349 g CO, und 0,2000 g H,0. 


Il. 0,1837 » > > 19 ccm N bei 13° und 734 mm. 
Berechnet: Gefunden : 
C 51,28 °/o 51,08 °/o. 
H 9,40 °/o 9,64 °/o. 
N 11,96 %o 11,92 Jo. 


Salze der y-Methylaminobuttersaéure mit Sauren. 
y-Methylaminobuttersaurechlorhydrat (C,H,,NO, - HCl). 


1,17 g Saéure in 100 ccm /10-HCI gelést, hinterlassen 
auf dem Wasserbad zur Trockene eingedampft eine strahlig- 
krystallinische Masse. Das Salz lést sich spielend in kaltem 





‘) Tafel u. Wassmuth, B., Bd. XL, S. 1840 (1907). 
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Wasser. Zur Analyse wurde die konzentrierte Lésung im 
Exsikkator fast bis zur Trockene eingeengt; die ausgeschiedenen 
blatterigen Tafeln wurden mit absolutem Alkohol durchtréinkt, 
auf der Nutsche rasch abgesaugt, dann auf Filtrierpapier im 
Vakuum iiber Schwefelsiure getrocknet. Im Schmelzrdhrchen 


sintern die Krystalle bei 120° und werden fliissig bei 125°. 
I. 0,2483 g Substanz: 20,6 com N bei 24° und 731 mm. 
II. 0,1348 » » 0,1243 g AgCl. 
Fiir (C,H,,NO, - HCl) berechnet: Gefunden: 
N 9,14 °/o 9,17 °/o 
C] 23,08 °;o 22 RO %/o,. 


Chloroplatinat der y-Methylaminobuttersaure 
[((C,H,,NO, . HCl), . PtCl,] . 2 H,0. 


Die konzentrierte wdsserige Liésung der Siiure wird mit 
HClangesiuert und mit einem kleinen Uberschu8 10°/oiger Platin- 
chloridlésung versetzt. Nach lingerem Stehen hinterblieb ein 
dunkelbrauner, ziher Sirup, der nach dem Anreiben mit ab- 
solutem Alkohol und wiederholtem Ausziehen mit absolutem 
Ather ein feines, orangerotes Krystallpulver ergab. Zweimal 


aus wenig warmem Wasser umkrystalliert bildet das Salz 
prichtig orangerote prismatische Krystalle, leicht ldslich in 
Wasser, schwieriger in Alkohol, unléslich in Ather. Das Salz 
enthalt 2 Molekiile Krystallwasser, welche es schon unter 100° 
abgibt. Im Schmelzréhrchen wird das Salz feucht zwischen 
80-—85°, schmilzt von 85—90”, bleibt dann fliissig bis 202°, 
wo unter Schwarzung Zersetzung eintritt. Das krystallwasser- 
 freie Salz wird ab 150° feucht, sintert bei 157°, wird ab 160° 
dunkelrotfliissig und zersetzt sich unter Schwarzung bei 202°. 
0.4075 g Substanz verlieren bei 100° 0,0212 g Wasser und hinterlassen 
beim Gliihen 0.1176 g Pt. 
Berechnet: Gefunden: 
2H,O 5,30 °%/e 5,20 ° 0 
Pt 28,66 %o 28,86 Jo. 


Schwefelsaure y-Methylaminobuttersaure 
[(CH, ,NO,), . H,SO,] . 2 H,O. 


Durch Lésen der Saure in der berechneten Menge "/10-H,SO,, 
Lindampfen auf dem Wasserbad bis zum diinnen Sirup und 
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mehrtigiges Stehen des Sirups an trockener Luft erhalt man 
farblose Krystalltafeln, welche 2mal mit absolutem Alkohol 
bedeckt und abgesaugt zunichst zwischen Filtrierpapier, her- 
nach auf einem Uhrglas an trockener Luft bis zur Gewichts- 
konstanz getrocknet wurden. Aus Alkohol erhiélt man das Salz 
in Form farbloser, fiederartig verzweigter Krystallbiischel. Die 
Analyse ergab: 


I, 0,2022 g Substanz verlieren iber KOH im Exsikkator 0,0199 g H,O. 
II. 0,2160 » . ergaben 0.1362 g BaSQ,. 


Ill. 0,2851 » > > 0,1794 » » 
IV. 0,1847 » > >» 12,03 ccm N bei 22° und 739 mm. 
Berechnet: Gefunden : 
H,O 9,78 %/o 9,84 %/o 
H,SO, 26,63 °/o 26,49 Jo, 26,43 °/o 
N 7,63 °/o 7,49 %o. 


Bei dem Versuch, die schwefelsaure +-Methylaminobutter- 
siure iiber Schwefelsiure im Exsikkator vom Krystallwasser 
zu befreien, wurde auffallenderweise nach Verlust von 2 Mol. H,0 
keine Gewichtskonstanz erreicht. Da das Salz bei 4 Wigungen 
nach je 6stiindigem Stehen im Vakuum iiber H,SO, fortgesetzt 
langsam an Gewicht verlor, versuchte ich durch Trocknen 
bei héherer Temperatur (110°) Konstanz zu erreichen. Nach 
20mal 5stiindigem Erhitzen auf 110° war bei 2 Proben Ge- 
wichtskonstanz erreicht, und hinterblieb eine zihe, sirupdse, 


diuBerst hygroskopische Masse. 
I. 0.2791 g verlieren nach 100 Stunden bei 110° 0,1149 g = 41,17°). 
II. 0,2160 » > >» 100 > >» 110° 0,0892 » = 41,30°%/. 


Der Gesamtverlust entsprach also 41,17°/o bezw. 41,30°/0 
des urspriinglichen Gewichts. Eine Schwefelsiéiurebestimmung 
bei der einen der beiden Proben ergab nach 100stiindigem 
Erhitzen auf 110° genau den fiir das urspriingliche Sulfat be- 


rechneten Wert: 
0.2160 ¢g (urspr. Sulfat) = 0,1268 g (bei 110° nach 100 Stunden ver- 
bliebener Rest) ergaben 0,1362 g BaSQ,. 
Berechnet auf das urspriingliche Salz = 26,49°/o H,SO, (Theor. verlangt 
26,63 °o H,SO,). 
Berechnet auf den Salzriickstand (110°) = 45,12 °o H,SQ,. 
Fiir einen Verlust von 2H,O + 1 Molekiil (C,H,,NO,) wire berechnet 
41,55 °/o. (Gefunden 41,17 °/o, 41,30 9/0.) 
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Es hatte sich demnach tiber Schwefelsiiure im Vakuum 
durch Dissoziation des neutralen Sulfats ein Teil der Aminosiiure 
verfliichtigt und war von der Schwefelsiure des Exsikkators 
aufgenommen worden. Der Dissoziationsvorgang hatte nach 
100stiindigem Erhitzen mit der quantitativen Verfliichtigung 
yon 1 Mol. (C;H,,NO,) und der Bildung des sauren Salzes 
(C.H,,NO, . H,SO,| sein Ende erreicht. 

((C,H,,NO,), . H,SO,].2H,O0 —» (C,H,,NO, . H,SO,) 
-+- C,H,,NO, + 2 H,O. 
Fiir das zuriickgebliebene saure Salz berechnet sich: 
H,SO, = 45,57°/o; gef. H,SO, = 45,12 9/0. 

Wir sehen demnach hier genau dieselbe Dissoziation, 
welche wir bei allen normalen Ammoniumsalzen mehrbasischer 
Siiuren beobachten, wie z. B. beim festen Ammoniumsulfat, 
(NH,).SO,, das beim Erhitzen NH, verliert, und in saures 
Ammoniumsulfat (NH,HSO,) tibergeht: 

NH,H 
NH,H 


NH 
sO, <>} NA, + 5 50 


Ein Kupfersalz der y-Methylaminobuttersiure zu _ iso- 
lieren, gelang nicht. Wird 1 g der Siéure mit tiberschiissigem 
Cu(OH), auf dem Wasserbad erwarmt, so ist die Bildung einer 
Kupferverbindung an dem Auftreten einer dunkelblauen Farbung 
erkennbar, und lat sich das Kupfer auch im Filtrat vom 
Cu(OH), nachweisen. Die Isolierung der Verbindung in festem 
Zustand gelingt jedoch nicht, da beim Einengen alles Kupfer 
in Form von Hydroxyd wieder ausfallt! 

Wir finden demnach bei den Kupfersalzen dieser sekun- 
diiren Aminosauren ganz analoge Verhiltnisse, wie solche bei 
den Kupfersalzen der entsprechenden primaéren Aminosauren ') 
beobachtet sind. 

Wahrend die Kupfersalze der a-Methylaminopropionsdure 
und a-Methylaminobutterséure sich in wasseriger LOsung sogar 
auf 100° erwarmen lassen, ohne eine Verinderung zu erleiden, 
zeigt die wiasserige Losung der B-Methylaminopropionsaure schon 





!) Vgl. Ley, Ber., Bd. XLII, S. 355, 1909. 
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in der Kialte deutliche hydrolytische Spaltung unter Abscheidung 
von Kupferhydroxyd, wéhrend bei der y-Methylaminobuttersiure 
eine Salzbildung an der Farbe der LoOsung zwar zu erkennen 
ist, eine Isolierung des Kupfersalzes in fester Form jedoch 
nicht mdglich war. 


Versuche zur Herstellung des y-Methylaminobutter- 
siureathylesters. 


3mal je 20 g y-Chlor-Butterséiureester wurden mit je 8,5 g 
wasserfreien Methylamins und 25 ccm Benzol unter Kihlung 
durch ein Kialtegemisch in Réhren eingeschmolzen und nach 
Entfernung aus dem Kialtegemisch 8 Stunden im Wasserbad 
erhitzt. Nach dem Erkalten wurde die Benzollésung von dem 
ausgeschiedenen Methylaminchlorhydrat scharf abgesaugt und 
letzteres mit etwas trockenem Benzol nachgewaschen. Dann 
wurde das Filtrat auf +.5° abgekiihlt und mit 60 ccm ver- 
diinnter Salzsiiture versetzt; dabei wird das_ tiberschiissige 
Methylamin gebunden, und der Ester in das Chlorhydrat tiber- 
gefiihrt. Die salzsaure Losung des Esters wurde dann im 
Scheidetrichter vom Benzol getrennt und zwecks Entfernung 
einer geringen Menge unverdnderten Halogenesters 2 mal mit 
je 50 ccm Ather ausgeithert. Hierauf wurde die salzsaure 
Lésung mit 50 ccm Ather bedeckt in der Kiltemischung ge- 
kiihlt, mit konzentrierter Kalilauge der reine Ester in Freiheit 
gesetzt und nach der Methode von E. Fischer mit festem 
K,CO, ausgesalzen und ausgeiithert. Die Atherausziige wurden 
mit gegliihtem Natriumsulfat 5 Stunden geschiittelt und nach 
dem Filtrieren die Hauptmenge des Athers auf dem Wasserbad 
unter Atmospharendruck abdestilliert. Dann wurde der Riick- 
stand im Vakuum auf dem Wasserbad der fraktionierten 
Destillation unterworfen. Kurz nachdem die letzten Reste des 
Athers abdestilliert waren, begann, wahrend das Wasserbad 
eine Temperatur von wenig tiber 50° hatte, ein sehr stiirmisches 
Aufkochen; gleichzeitig ging ein leichtfliichtiges Produkt iiber, 
das in einem auf — 17° gekiihlten zweiten Fraktionskolben 
aufgefangen wurde, und sich durch den Geruch, die Jodoform- 
probe und Siedepunkt als Alkohol erwies. Nach einem geringen 
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Vorlauf ging dann die Hauptmenge des Destillats unter einem 
Druck von 6 mm bei 76° iiber. (Wasserbadtemperatur = 85 °.) 
Eine Stickstoffbestimmung des erhaltenen farblosen schwach 
hasisch riechenden Ols ergab einen Gehalt von 14,08°%/o N. 
0,1170 g Substanz: 14,3 ccm N bei 7° und 718 mm. 
Das Ol erwies sich demnach als Methylpyrrolidon C,H,NO. 
Berechnet N = 14,14°/o; gefunden N = 14,08°%o, 

Die Ausbeute an reinem Methylpyrrolidon betrug 20 g 
entspr. ca. 50°/o der Theorie, berechnet auf den angewandten 
y-Chlorbuttersdureester. D +650 = 1,028. Der erwartete y- 
Methylaminobuttersaiureester war demnach schon bei relativ 
niederer Temperatur zerfallen in Alkohol -+- Methylpyrrolidon. 

Unter Atmosphirendruck zeigte das Methylpyrrolidon den 
Siedepunkt 202°. Genau denselben Siedepunkt und dieselbe 
Dichte zeigte ein Methylpyrrolidon, welches zum Vergleich nach 
der Vorschrift von Tafel!) und Wassmuth durch Methy- 
lieren von Pyrrolidon dargestellt wurde. 

Ein Teil des erhaltenen Methylpyrrolidons wurde auferdem 
in das Platindoppelsalz itibergefiihrt, ein weiterer durch Auf- 
spaltung mit Baryt nach dem Verfahren von Tafel?) und 
Wassmuth wieder in y-Methylaminobuttersiure zurtickver- 
wandelt. 
























Chloroplatinat des Methylpyrrolidons: 
[((C;H,NO - HCl), - PtCl,] - 2 H,O. 









Versetzt man Methylpyrrolidon mit tberschiissiger 10°/oiger 
Platinchloridlésung und engt die Lésung im Vakuum ein, so 
hinterbleibt zuletzt eine Krystallmasse, welche in Wasser und 
Alkohol sehr leicht léslich ist. Dieselbe wurde scharf abgesaugt, 
dann mit einem Gemisch von Alkohol und Ather (1 +- 3) 2—3 mal 
bedeckt und erneut abgenutscht. Die Krystalle wurden in wenig 
kaltem Wasser gelést und die Lésung im Vakuum nochmals 
zur Krystallisation eingeengt, sodann wird eine Spur absoluten 
Alkohols zugegeben und mit absolutem Ather fein zerrieben, 














') Tafel u. Wassmuth, B., Bd. XL, S. 2831 (1907). 
2) B,, Bd. XL, S. 2840 (1907); B., Bd. XXXIII, S. 2234 (1900). 
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der Ather abgegossen und mit neuem Ather wiederholt an- 
gerieben, bis das Ganze eine gleichmaBig feinpulverige Krystall- 
masse darstellte. Das hellorangefarbene Salz enthalt 2 Molekiile 
Krystallwasser, die es in sehr feingepulvertem Zustand im 
Vakuum itiber Schwefelséiure sehr langsam abgibt. Beim Er- 
hitzen des krystallwasserhaltigen Salzes tritt schon unter 100° 
Schmelzung und Substanzverlust ein. Das im Vakuum von 
Krystallwasser befreite Salz zeigt keinen scharfen Schmelz- 
punkt; beilangsamem Erhitzen tritt schon bei 110° Erweichen ein. 
I. 0,1962 g Substanz verlieren im Vakuum 0,0114 g H,0. 


II. 0,2079 » » hinterlassen gegliiht 0,0628 » Pt. 
III. 0,2858 » > » » 0,0862 >» » 
Fiir [(C,H,NO - HCl),PtCl,] -2H,O berechnet: Gefunden: 
H,O 5,60 Jo 5,81 Jo 
Pt 30,26 %/o 30,21 °/o, 30,16 %/o. 


Die Aufspaltung des Methylpyrrolidons 


erfolgte entsprechend der Vorschrift von Tafel!) und Wass- 
muth durch zweistiindiges Kochen mit Baryt. Als Schmelz- 
punkt der reinen Séure fand ich 146,0°. Zur weiteren Iden- 
tifizierung wurde ein Teil der Saure in das Chloroplatinat 
iibergefiihrt. Dieses Chloroplatinat wurde im Schmelzréhrchen 
feucht ab 79°, fliissig von 85—90°, firbte sich dunkelrot ab 
200° und zersetzte sich unter Schwarzbraunfiarbung bei 202—204". 
Es enthielt 2 Molekiile Krystallwasser und eine Platinbestimmung 
ergab, dai das Chloroplatinat?) der +-Methylaminobuttersiure 
vorlag. 

I. 0,4792 g Substanz verlieren bei 105° 0,0252 g H,O. 

Il. O,1817 » > » >» 105° 0,0095 » » 

III. 0,1862 » » hinterlassen gegliiht 0,0536 » Pt. 


Fiir |(C;H,,NO, - HCl),PtCl,]-2H,O berechnet: Gefunden: 
H,O 5,30 °/o 5,26 %/o, 5,23 %/o 
Pt 28,66 %/o 28,79 %/o. 


Ein weiterer Versuch, die y-Methylaminobuttersaéure nach 
der Methode von E. Fischer zu verestern, durch Einwirkung 





') Tafel u. Wassmuth, B., Bd. XL, S. 2240 (1907). 
2) cf. S. 55. 
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yon HCl-Gas auf die absolutalkoholische Lésung der Saure 
(1:5), war auch ohne Erfolg, insofern der anfangs sicher 
in der Lésung vorliegende Ester bei der Isolierung und De- 
stillation im Vakuum wieder in Methylpyrrolidon + Alkohol 
zerfiel. 

Dieselbe Unbestandigkeit zeigte nach E. Fischer!) der 
analoge Ester der primaren y-Aminobutterséiure, wogegen der 
tertiare Dimethylaminobuttersdureester nach Willstitter?) 
sich selbst unter Atmospharendruck ohne Zersetzung destil- 
lieren laBt. 

-Methylguanidobuttersaure 


= (,H,,N,0,. 
NH, 
HN = Cc’ 
\N — CH, — CH, — CH, — COOH. 
| 
CH,. 


24,5 g ~-Methylaminobuttersdure, gelést in 20 g Wasser, 
werden mit 8,8 g_ frischbereitetem Cyanamid (molekul. 
Mengen) gelést in 10 g Wasser und 5 Tropfen konzentrierter 
Ammoniaklésung versetzt, und diese Lésung bei 22° sich selbst 
iiberlassen; schon nach 24 Stunden erhaélt man 7 g einer 
warzigen, fest an der Glaswand haftenden Krystallmasse. Trotz 
sroBer spezifischer Schwere scheidet sich stets ein Teil der 
Krystalle als Kruste an der Oberflaiche der wasserigen Lésung 
aus, mit der sich dieselben sehr schwer benetzen. Im Lauf 
von 9 Tagen wurden noch 12 g, also im ganzen 19 g (= 57°/o 
der Theorie) des Reaktionsprodukts erhalten. Daraufkrystallisierte 
aus der sirupdsen Mutterlauge eine kleine Menge Dicyan- 
diamid aus. Nach zweimaligem Umkrystallisieren aus heifiem 
Wasser erhalt man die Verbindung in Gestalt farbloser, stark 
lichtbrechender, kleiner Prismen, die aber stets zu einer zu- 
sammenhangenden Kruste verwachsen sind. 

1 g der Substanz lést sich in 20 Teilen Wasser von 
100°, oder in 120 Teilen Wasser von 25°. Die wisserige 





') B., Bd. XXXIV, S. 433, 1901. 
*) Willstatter, B., Bd. XXXV, S. 617, 1902. 
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Losung reagiert schwach alkalisch auf rotes Lackmuspapier 
und zeigt keinen deutlich ausgepraégten Geschmack. Die Substanz 
schmilzt scharf bei 307° und ist frei von Krystallwasser. 
Die Verbindung ist gegen Mineralsduren auBerst bestandig 
und kann selbst 24 Stunden mit verdiinnten Séuren gekocht 
werden, ohne sich zu verdindern. Zur Analyse wurde die 
Substanz bei 110° getrocknet. Dabei verloren 0,8692 g luft- 
trockene Substanz: 0,0053 g mechanisch anhaftende Feuchtigkeit. 


Die Analyse ergab: 


I. 0,1683 g Substanz: 0,2785 g CO, und 0,1304 g H,0. 
II. 01433 » > 33,7 ccm N bei 20° und 731 mm. 

Fiir C,H,,N,0, bereoknet: C = 45,22°/o, H = 8.23%, N = 26,45%o. 
Gefunden: C = 46,11°/o, H = 8,66°%o, N = 26,35°%o. 
Die +-Methylguanidobuttersaéure bildet mit Sauren wohlcha- 
rakterisierte Salze, die in wasseriger LOsung stark hydrolytisch 
gespalten sind und deren Lésungen daher stark sauer reagieren. 


Salzsaure y-Methylguanidobuttersiure: C,H,,N,0, - HCl. 


0,53 g der Siiure in 33,5 cem "/10-HCI gelést und diese 
Losung bei Zimmertemperatur zur Trockene verdunstet, hinter- 
lassen eine strahlig krystallinische Masse, welche sich in kaltem 
Wasser unter sehr starker Abkiihlung spielend lost. 

Zur Reinigung wurde die Substanz in Wasser gelost, 
die Losung fast bis zur Trockene an der Luft verdunstet, der 
Riickstand mit absolutem Alkohol durchtrankt und die Krystalle 
scharf abgesaugt. Das reine Salz schmilzt unscharf zwischen 
117—126°. Die Analyse der bei 105° getrockneten Substanz 
ergab: 

I. 0,2479 g Substanz = 0,1811 g AgCl. 


I]. 0,1897 » > = 37,5 ccm N bei 24° und 731 mm. 
Fiir (C,H,,N,O, - HCl) berechnet: Cl = 18,12°%, N = 21,53 °/o. 
Gefunden: Cl = 18,06 %, N = 21,85. 


Die schwefelsaure y-Methylguanidobuttersiéure 
(C,H,3N,0,), : H,S0, 


wird erhalten durch Lésen der Guanidosiure in der berech- 
neten Menge ®/10-H,SO,, und zwar erhiilt man dasselbe Salz, 
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sleichgiltig, ob die Konzentration der L6sung durch Verdunsten 
hei Zimmertemperatur erfolgt, oder ob die Loésung léangere 
Zeit, selbst 24 Stunden, am RiickfluBktihler gekocht und zur 
Krystallisation eingeengt wird. 

- Das Salz krystallisiert in Form priichtiger, stark licht- 
brechender Prismen, ldslich in 5 Teilen heiBen Wassers, oder 
in 15 Teilen Wasser von 20°. In Alkohol ist das Salz schwer- 
léslich und schmilzt unter Zersetzung bei 245—246°. Bei 110° 
bleibt dasselbe gewichtskonstant und ist frei von Krystallwasser. 

[. 0,1636 g Substanz — 29,9 ccm N bei 23° und 735 mm. 
II. 0,3491 >» > = 0,1957 g BaSQ,. 
Berechnet: N = 20,22 °%0, H,SO, = 23,55 °/o. 
Gefunden: N = 20,38°%o, H,SO, = 23,55 °%/o. 


Die salpetersaure y-Methylguanidobuttersiure 
(C,H,,N,0, - HNO) 


wird erhalten durch Lésen der Siure in der berechneten Menge 
n/:o0-HNO, und Eindampfen der Lésung bis fast zur Trockene. 
Farblose Krystalle, welche einmal aus Wasser umkrystallisiert 
bei 123° sintern, bei 133° klar schmelzen, und zwischen 
255—260 ° sich unter Gelbfiirbung zersetzen. Zwei Stickstoffbe- 
stimmungen der bei 105° gewichtskontanten Substanz ergaben: 

I. 0,13814 g Substanz: 30,1 cem N bei 24° und 732 mm. 

I]. 0,2069 » > 47,8 » » » 249 » 734 


Fiir (C,H,,N,0, -HNO,) berechnet: Gefunden: 
N 25,27 °/o 25,36 °/o, 25,64 %/o. 


Chloroplatinat der y-Methylguanidobuttersiéure 
[((C,H,,;N,0, - HCl), - PtCl,]. 


Lost man 1 g y-Methylguanidobuttersaure in einem kleinen 
Uberschu8 von 10°/oiger Platinchloridlésung auf dem Wasser- 
bad, so scheidet sich beim Abkiihlen eine etwas schmierige 
Masse aus der Fliissigkeit ab; man filtriert davon ab und stellt 
das klare Filtrat zur Krystallisation. Nach 2 Tagen wurden 
die ausgeschiedenen Krystalle (1,3 g) abgesaugt und in warmem 
Wasser zwecks Umkrystallisierens gelést; auch hier trat beim 
Abkithlen Triibung ein. Man trennt nach dem Erkalten durch 
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Filtration erneut von der ausgeschiedenen Schmiere und |iift 
im Vakuum tber H,SO, zur Krystallisation stehen. 

Der Schmelzpunkt der Krystalle liegt bei 190—191°. Die 
Farbe derselben war tief rotbraun, wahrend die feingepulverte 
Substanz besonders nach dem Trocknen bei 105° mattgelblich 
(wie Bleiglatte) aussah. Die Krystalle schieden sich mit Vor- 
liebe an der Oberfliche der Fliissigkeit aus und benetzten sich 
sehr schwer mit derselben. 

I. 0,2949 g Substanz hinterliefen gegliiht 0,0797 g Pt. 


lI. 0,1838 » > > > 0,0496. » 
Fiir (C,H,,N,0, - HCl), - PtCl, berechnet: Gefunden: 
Pt 26,76 °/o 27,03 °%o, 26,99 %o. 


Versuche zur Herstellung des 
y-Methylguanidobuttersaurelactams. 
/NH—CO— CH, 
NH = C | 9? = C,H,,N,0. 
\n — CH, — CH, 


| 


Eine dem Kreatinin entsprechende Verbindung durch Ab- 
spaltung des Saurehydroxyls mit einem Amidwasserstoff zu er- 
halten, gelang nicht, da bei allen dahinzielenden Versuchen 
entweder vollstiindige Zerst6rung des Molekiils eintrat, oder 
aber das Ausgangsmaterial unverdndert zuriickerhalten wurde. 

Zuniichst wurde 1 g y-Methylguanidobuttersiiure in 3 ccm 
konzentrierter Salzsaure gelést und die LOsung nach 4 stiindigem 
Kochen am Riickflubkiihler im Wasserbad zur Trockene ver- 
dunstet. Der zihe Riickstand wurde, um tiberschtissige Salz- 
siiure zu vertreiben, wiederholt in 5 ccm Wasser geloést, die 
Losung erneut eingeengt, und schlieflich zur Krystallisation 
stehen gelassen. Es resultierte dabei ausschlieflich das Chlor- 
hydrat der y-Methylguanidobuttersaure. 

Eine zweite Portion von 1 g der Guanidosiiure wurde 
mit 66 cem ®/10-HCl 6 Stunden am Riickflu8kiihler gekocht, 
und die Lésung hierauf im Wasserbad zum Sirup verdunstet. 
Nach 3tigigem Stehen bildeten sich rosettenartige Drusen, 
welche sich auch kalt spielend in Wasser listen. Die Krystalle 
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wurden scharf abgesaugt, mit absolutem Alkohol gewaschen 
und an der Luft getrocknet. Im Schmelzréhrchen wurden die 
Krystalle feucht ab 103°, schmolzen aber erst gegen 117° zu 
einem klaren Tropfen. Eine Salzsiurebestimmung ergab, daf das 
Chlorhydrat der y-Methylguanidobuttersiure unveriindert vorlag. 


Versuch einer Wasserabspaltung durch Erhitzen mit 
25°%oiger H,SQ,. 


1 g Guanidosiiure wurde mit 8,0 g Schwefelsiiure von 25°/o 
s Stunden in der Bombe auf 100° erhitzt; aus der Losung 
wurde hierauf die Schwefelsiure mit BaCQO, quantitativ gefillt, 
und das klare Filtrat zur Krystallisation eingedampft. Es resul- 
tierten 0,7 g farbloser Krystalle, welche nach Schmelzpunkt 
(307°), Krystallform und Léslichkeitsverhaltnissen das unver- 
iinderte Ausgangsmaterial darstellten. 


Versuch einer Wasserabspaltung durch Erhitzen mit 
konzentrierter HCl im Rohr. 


Die schwach blafgelbe Léung von 1 g Guanidosiure in 
5 g HCl (32 °/o) wurde in der Bombe 8 Stunden auf 100° erhitzt. 
Die in der Farbe unveriinderte Lésung wurde hierauf auf dem 
Wasserbad von der Hauptmenge freier HCl befreit und mit 
10°/oiger Platinchloridlésung versetzt, um das Lactam eventuell 
als Platindoppelsalz zu isolieren. 

Das erhaltene Chloroplatinat zeigte jedoch in Platingehalt, 
Loslichkeit, Fehlen von Krystallwasser volle Analogie mit dem 
oben (S. 63) beschriebenen Pt-Salz der +-Methylguanidobutter- 
siiure. Nur der Schmelzpunkt lag héher (194—195°; oben 
190—191°) und ebenso war die Farbe, wie dies bei Chloro- 
platinaten héufig beobachtet wird, viel heller, feurig orangegelb, 
welche Farbe die feingepuiverte Substanz auch beim Erhitzen 
auf 110° beibehielt. (Das Platinsalz S. 64 war dunkelrotbraun 
und feingepulvert bei 110° hellmattgelb.) 

0,2113 g Substanz hinterliehen gegliiht 0,0569 g Pt 

Fir (C,H,,N,O, - HCl), - PtCl, berechnet: Gefunden: 

Pt 26,76°%)o 26,93 %o. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. LXI. 
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Da beim Erhitzen der Substanz mit konzentrierter HC} 
auf 100° eine Lactambildung nicht eingetreten war, wurde von 
neuem 1 g Substanz mit 5 g konzentrierter HCl in der Bombe 
8 Stunden auf 200° erhitzt; das blaBgelbliche Reaktionsprodukt 
wurde wie oben zur Trockene verdunstet, wobei aber nicht die 
ganze Masse fest wurde; es hinterblieb vielmehr ein von wenig 
Krystallen durchsetzter ziher Sirup. 

Beim Zusatz von 10°/oiger Platinchloridl6sung schied sich 
sofort ein feiner krystallinischer Niederschlag aus: da dieser 
Niederschlag auch nach Zusatz von 5 eem Wasser und Erwiirmen 
auf dem Wasserbad nicht in LO6sung ging, wurde derselbe von 
der Losung durch Absaugen getrennt. 

Aus dem Filtrat schied sich nach eintigigem Stehen eine 
weitere geringe Menge dieses feinkrystallinischen, schwerlis- 
lichen Platinsalzes aus, das beim Erhitzen im Schmelzroéhrchen 
sich bei 200° dunkler farbte und bei 275° sich schwirzte, 
ohne zu schmelzen; leider reichte die Menge dieser Krystal.i- 
sation nicht zu einer Platinbestimmung. 

Als dritte und Hauptfraktion erhielt ich endlich ein scharf 
bei 195° schmelzendes Platinsalz, welches sich indes, wie bei 
obigem Versuch, als das Platinsalz der y-Methylguanidobutter- 
siiure erwies. 

0,2822 g¢ Substanz hinterliefen gegliiht 0,0754 g Pt. 

Fiir (C,H,,N,O, - HCl), - PtCl, berechnet: Gefunden: 

Pt 26,76 °/o 26,72 Jo. 

Bei noch héherem Erhitzen der Substanz mit konzentrierter 
HC] trat teilweise Zerst6rung des Molekiils ein. 

Wurde 1 g des Kérpers mit 5 g HCl (32°/o) in der Bombe 
wiihrend 12 Stunden auf 220° erhitzt, so fand sich nach dem 
Erkalten in der gelblichen Reaktionsmasse eine betrachtliche 
krystallinische Ausscheidung, die auf gehartetem Filtrierpapier 
abgenutscht wurde. Das Gewicht der trockenen Krystalle be- 
trug 0,3 g. Auffallend war schon, dafi die Bombe beim Offnen 
starken Druck zeigte! (CO,?CO?). Auferdem machte sich ein 
deutlicher Fettsdéuregeruch (Butterséure) bemerkbar. 

0,1 g¢ der Krystalle in Wasser gelést und mit 8 g 10°/oiger 
Platinchloridlésung versetzt, ergab sofort einen feinkrystalli- 
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nischen Niederschlag von reguliéren Oktaedern. Die Krystalle 
hlieben im Schmelzréhrchen bei 340° unverandert. Nach einer 
Platinbestimmung erwiesen sie sich als Platinsalmiak. 
0,2132 g Substanz = 0,0933 g Pt. 
Fiir (NH,), - PtCl, berechnet: Gefunden: 
Pt 43,92 Jo 43,76 %o. 
Die saure Fliissigkeit wurde 2 mal mit Ather ausgeschiittelt. 
Beim Verdunsten des Athers hinterblieb nur ein zu weiterer 
Untersuchung nicht ausreichender Riickstand. Die vom Ather ab- 
getrennte salzsaure LOsung wurde mit tiberschiissigem 10°/oigen 
Platinchlorid versetzt, wobei sich sofort eine neue reichliche Aus- 
scheidung von Platinsalmiak absetzte. 0,8 g der abgesaugten 
Krystalle aus 40 g kochendem Wasser umkrystallisiert blieben 
in Schmelzréhrchen bei 345° unveriindert. 
Eine Platinbestimmung ergab: 
(.2317 g Substanz: 0,1018 g Pt = 43,94°/o (berechnet 43,92 °/.). 
Aus der siruposen Mutterlauge des Platinsalmiaks war 
auch bei langerem Stehen nichts Greifbares mehr zu isolieren. 


Einwirkung von Ba(OH), auf die y-Methylguanido- 
buttersaure. 


2g der Guanidosiiure wurden mit 13 g Ba(OH), und 45 g 
H,0 in der Bombe 8 Stunden auf 150° erhitzt; beim Offnen 
zeigte die Bombe keinen Druck. Das Reaktionsprodukt roch 
stark nach Ammoniak und wurde zuniichst mit Wasserdémpfen 
destilliert. Das Destillat wurde in verdiinnter Salzsiure auf- 
gefangen. Zwei Liter des abgeblasenen Destillats ergaben beim 
Eindampfen 1,4 g NH,Cl entsprechend 0,366 g Stickstoff. Es 
waren somit rund 70°/o des Stickstoffs in Form von Salmiak 
im Destillat. Zur Priifung auf eventuelle Gegenwart der Chlor- 
hydrate alkylierter Basen (CH,NH,) wurden 0,5 g des Salzes 
mit tiberschitissigem Platinchlorid auf Platinsalz verarbeitet, 
dabei ergab sich jedoch auch aus den letzten Krystallfraktionen 


reiner Platinsalmiak. 
I. 0.2990 g Substanz: 0,1307 g Pt. 


II. 0,2505 » > 0.1096 » » 
Fiir Platinsalmiak berechnet: Gefunden: 
Pt 43,92 %o. 43,71°/0, 43,75 %o. 
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Das Verhalten von Baryt gegen die y-Methylguanidobutter- 
siiure unter anderen Bedingungen wird noch geprift werden. 

Ich méchte diese Mitteilung nicht schlieBen, ohne der Dank- 
barkeit Ausdruck zu geben, die ich meinem hochverehrten Lehrer, 
weiland Professor Dr. G. von Hiifner schulde fiir die Anregung 
zu dieser Arbeit, und fiir die warme Teilnahme, welche er bis 
zuletzt fiir deren Fortgang gezeigt hat. 

Gleichfalls ist es mir eine angenehme Pflicht, Herrn Privat- 
dozent Dr. E. Letsche fiir manchen freundlichen Ratschlag 
meinen aufrichtigen Dank auszusprechen. 





Zum Chemismus der Verdauung und Resorption im tierischen 
Korper. 
XXXIII. Mitteilung. 


Zum Studium der Bedeutung der Darmmucosa 
fir den Verdauungs- und ResorptionsprozeB der Hiweifstoffe. 
Von 
E. S. London. 


Aus dem pathologischen Laboratorium des K. Instituts fiir experimentelle Medizin.) 


(Der Redaktion zugegangen am 23. Juni 1909.) 


Die Bedeutung des Darmepithels fiir den Verdauungs- und 
esorpuionsprozeb der Eiweifstoffe ist bisher noch sehr unklar. 
Kinerseits ist Grund vorhanden zu der Vermutung, dai die 
komplizierteren Eiweibabbauprodukte, nachdem sie aus demDarm- 
lumen in das Epithel eingetreten, unter der Erepsinwirkung in 
einfachere Bausteine gespalten werden (Cohnheim). Ander- 
seilts hat man, da jenseits des Darmkanals, Hemielastin ausge- 
nommen, ') keine Eiweifiverdauungsprodukte mit Sicherheit nach- 
zuweisen sind, Grund, anzunehmen, dafi sich in dem Darm- 
epithel,?) oder vielleicht irgendwo anders in der Darmwand 
die Verwandlung des Nahrungseiweifies in das KoOrpereiweil 
abspielt. Freilich ist es ja méglich, daB in dem Darmepithel 
sowohl der eine, wie der andere Prozef} stattfindet, obwohl 
direkte Versuche in vivo noch ausstehen. Uberhaupt beruhen 
all diese obengenannten Vermutungen auf indirekten Nach- 
weisen, welche aus den Versuchen in vitro erhalten worden sind. 

Da kein gerader Weg zur Aufkliirung der gestellten Frage 
vorliegt, so ist man gezwungen, Umwege einzuschlagen. Zunichst 

1) L. Borchardt, Uber das Vorkommen von Nahrungsalbumosen 
im Blut und im Urin. Diese Zeitschrift, 1908, Bd. LVII, S. 305. 

*) Vel. Emil Abderhalden, Lehrbuch der physiologischen Chemie, 
1909, S. 291. 
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schien es mir am zweckmibigsten, einen Versuch folgende: 
Art anzustellen. Wenn es richtig ist, daB in dem Darmepithe! 
irgend eine Verwandlung der Verdauungsproduke des Eiweifes 
stattfindet, sei es Spaltung der héheren Abbaukomplexe, sei 
es Umgruppierung gewisser Verbindungen zwecks der Synthese, 
so mu der Eiweibbestand des Darmepithels resp. Darmmucosa 
eine schwankende Groéfe sein, welche in der Verdauungsperiode, 
je nach der Art des Nahrungseiweifes wechselt. 

Um diese Frage zu entscheiden, miiite man bei ein und 
demselben Tiere das Darmepithel, welches im niichternen Zu- 
stand und wiihrend der Verdauung bei der Fiitterung mit einer 
typischen Eiweifbart genommen ist, der Vergleichsanalyse unter- 
werfen. Es schien mir am zweckmifigsten, dazu den Hund, 
als ein Tier, welches bisher vorzugsweise zum Studium der Ver- 
dauungs- und Resorptionserscheinungen gedient hat, zu wiihlen. 

Bei einem Hund aber, der groften Gattung sogar, erhiilt 
man vom ganzen Darmtraktus nur 5—9 g Trockensubstanz 
des abgeschabten Epithels, so daf der Versuch, in der genannten 
Weise ausgefiihrt, keine zuverliissigen Resultate geben kiénnte. 
Also war ich gezwungen, um fiir die Analyse ausreichendes 
Material zu bekommen, das Material von mehreren Tieren zu 
sammeln. Es wurden also 16 Hunde genommen. Bei 8 von 
ihnen wurde das Darmepithel im ntichternen Zustande entnommen, 
bei den tibrigen 8 — am Ende der zweiten Stunde der Ver- 
dauung nach Darreichung von 150—200 g Gliadin. 

Dem Hund wurde in eine Vene 15—20 cem 1°/viger 
Morphiumlésung eingespritzt, so daB das Tier schnell in Nar- 
kose kam. Dann wurde sofort die Bauchhohle geéffnet, und 
der Darmtraktus von der Plica duodenojejunalis bis zum Coecum 
ausgeschnitten. Daneben hatte ich siedendes Wasser, in welches 
der ausgeschnittene Darm eingetaucht wurde. Nach Verlauf 
von 3—5 Minuten wurde der Darm der ganzen Liinge nach 
aufgeschnitten, sorgfiiltig mit demselben Wasser abgespiilt 
und daraufhin unter der Wasserleitung griindlich kalt ausge- 
waschen. Diese Art der Fixierung und des Auswaschens vou 
Darmepithel liefert vermutlich die beste Garantie dafiir, dab 
das Darmepithel sich dabei in seiner gewissermafen vollen Zu- 
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sammensetzung im tiitigen Zustand fixiert und von déuferen 
Beimengungen giinzlich befreit wird. Das Epithel wurde nun 
mit der Messerklinge vorsichtig abgeschabt. 

Das Kontroll- (50,1 g Trockensubstanz mit einem N-Ge- 
halt von 3,15 g) sowohl als auch das Versuchsepithel (50 g 
Trockensubstanz mit einem N-Gehalt von 3,10 g) wurden mit 
Salzsiiure (1,19 g) hydrolysiert und in der tiblichen Weise auf 
den Glutaminsauregehalt analysiert. 

Aus dem Kontrollmaterial wurde 0,750 g Glutaminsiaure- 
chlorhydrat erhalten. Zur Chlorbestimmung 0,1208 g genommen: 
es wurden 6,5 ccm ®'10-AgNO,-Lésung verbraucht, was dem 
Chlorgehalt von 19,11°/o (anstatt 19,31°/o) entspricht. 

Aus dem Versuchsmaterial wurden 1,404 g Glutaminsiiure- 
chlorhydrat erhalten. Zur Chlorbestimmung 0,1720 g Substanz 
genommen; es wurden 9,35 ccm "/10-AgNO,-Lésung verbraucht, 
was einem Chlorgehalt von 19,36°/o (anstatt 19,31 °/o) entspricht. 

Kurz: es wurden aus dem Versuchsmaterial un- 
gsefahr zweimal soviel Glutaminsdurechlorhydrat ge- 
wonnen, wie aus dem Kontrollmaterial; der absolute 
Unterschied betrigt 0,654 g. 

Es ist ja selbstverstiindlich, daf das erhaltene Resultat 
auberordentlich mannigfaltige Erklarung zulaft. Es ist z. B. sogar 
moglich, dab der erhaltene Unterschied auf individuellen Schwan- 
kungen beruht. Jedenfalls mu es zu eingehenderen Versuchen 
in derselben Richtung anregen. 












Zur Kenntnis biologisch wichtiger Oxydationen. 
III. Mitteilung. 


Von 


Hans Euler und Ivan Bolin. 


(Aus dem biochemischen Laboratorium der Hochschule Stockholm.) 


(Der Redaktion zugegangen am 23. Juni 1909.) 


Preft man die frischen Blatter von Luzernen (Medicago 
sativa), welche wihrend der Bliitezeit geerntet worden sind, 
stark aus, und fiillt den Saft mit Alkohol, so gewinnt man 
eine Substanz, welche zusammen mit geringen Mengen neutraler 
Mangansalze die Oxydation von Polyphenolen durch Sauerstofi 
katalytiseh beschleunigt. Der dabei wirksame Bestandteil ist 
nach Bertrand eine Laccase, d.h. er wire der im Milchsaft 
von Rhus vernicifera enthaltenen Oxydase an die Seite zu stellen. 

Da die Vermutung geiiuBert worden ist (Ruff, Oppen- 
heimer,!) Trillat?) u.a.), daB der katalytische Effekt der Oxy- 
dasen im wesentlichen auf deren Mangangehalt zuriickzufiihren 
sel — eine Vermutung, welche sehr nahe liegt, da ja Mangan 
in alkalischer LOsung als kriftiger Oxydationskatalysator lange 
bekannt ist — so haben wir zunachst die Oxydationsgeschwindig- 
keit im System Mangansalz Alkali — Hydrochinon genauer 
untersucht,’) um zu ermitteln, ob dessen Wirkungen mit denjenigen 
von Oxydase quantitativ vergleichbar seien. Es wurde zuniichst 
festgestellt, daf die Wirkung der Medicago-Lacecase nicht auf 
die Wirkung Mnit und OH zuriickgefiihrt werden kann, und 
anderseits gezeigt, daf die Alkali- und Erdalkalisalze ali- 
phatischer Oxyséuren den gleichen Effekt wie die sogenannte 
Medicago-Laccase hervorbringen. 





) Die Fermente, 2. Aufl., S. 367. 
2) Compt. rend., Bd. CXXXVIII, S. 94 und 274 (1904). 
') Diese Zeitschrift, Bd. LVII, S. 80 [1908]. 
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In einer zweiten Mitteilung!) sind wir auf die chemische 
Zusammensetzung der nach Bertrands Vorschrift dargestellten 
Medicago-Laccase eingegangen; sie erwies sich als eine Mischung 
von Calciumsalzen aliphatischer Oxyséuren, besonders Glykol- 
siure, Citronensiure, Apfelsiiure und Mesoxalsiiure. 

In Verfolgung der erwahnten Arbeiten sind wir der Frage 
niiher getreten, ob die Laccasen hinsichtlich ihrer Wirksamkeit 
und Zusammensetzung einander so nahe stehen, daf} sie in 
eine besondere Enzymgruppe zusammengefabt werden kinnen, 
und wir haben die Medicago-Laccase mit der zuerst bekannt 
gewordenen und typischen Laccase, derjenigen aus Rhus 
vernicifera verglichen. 

Im Anschluf an eine Diskussion tiber die Rolle der Oxy- 
dasen im Pflanzenkorper?) und die Mitwirkung der Peroxydasen 
an vitalen Oxydationen haben wir eine Peroxydase niaher 
untersucht. Wir berihren hier einen fiir die Systematik der 
Oxydasen grundlegenden Punkt. Abweichend von der Auf- 
fassung Bertrands, Bourquelots u. a, haben bekanntlich 
Chodat und Bach behauptet, daf «Oxydasen» Mischungen 
sind von Oxygenasen (eiweifartigen K6rpern, welche den 
molekularen Sauerstoff unter Peroxydbildung aufnehmen) und 
Peroxydasen (Stoffen, welche das Oxydationsvermégen der 
Oxygenasen anderen Korpern gegeniiber erhéhen). 

Uber die Berechtigung dieser Systematik und iiber den 
Enzymcharakter der Peroxydasen sind die Meinungen geteilt, 
je nach dem Material, mit welchem sich die einzelnen Autoren 
beschiftigt haben.’) Es schien uns deswegen wiinschenswert, 
die Oxydationswirkungen von Praparaten verschiedener Her- 
kunft quantitativ zu vergleichen. 

Zu letzterem Zweck war es erforderlich, eine der typischen 
Peroxydase-Reaktionen zu einer quantitativen Messungen an- 
wendbar zu machen. Es wurde hierzu die Guajakblaureaktion 
und die Rotfaérbung von Guajakol gewahlt, und wir beginnen 
(amit, unsere Arbeitsweise zu beschreiben. 


‘) Diese Zeitschrift, Bd. LXI, S. 1 [1909]. 
*) Zeitschrift f. physikal. Chem., Arrhenius-Jubelband. 
*) Ber. d. Deutsch. chem. Ges., Bd. XXXVI, S. 606 [1903]. 
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Kolorimetrische Bestimmung des Peroxydase-Gehaltes. 


Die angewandte Reaktion ist die bekannte Bildung eines 
blauen Oxydationsproduktes der Guajakonséure nach Zusatz 
von H,O, und eines Tier- oder Pflanzenstoffes, welchen wir 
wie tblich als «Peroxydase» bezeichnen.') 

Es wurde nicht, wie dies bei der Anstellung der Guajak- 
probe bisher fast ausschlieblich geschehen ist, das rohe Harz 
gelist, sondern die Guajakonsiure wurde nach den Vorschriften 
von Doebner und Lticker?) aus dem Harz dargestellt (a- und £- 
Siiure wurden nicht getrennt); die Saiure kam in 96°/oigem 
Alkohol gelést in einer Konzentration von 0,1 g auf 100 ccm 
Losung zur Anwendung. 

Die Versuche wurden in folgender Weise aus- 
geftihrt: 

Ks wurde 1 ccm der zu priifenden Losung mit 1 ccm einer 
0,1°/oigen Wasserstoffsuperoxydlésung gemischt, worauf sie zu 
2 ccm Guajakonsiureldsung zugesetzt wurden. Diese Mischung 
geschah im Zylinder eines Gallenkampschen Kolorimeters. Als 
Vergleichslésung diente eine Lo6sung von Indigocarmin, deren 
Farbe am besten mit dem Guajakblau tibereinstimmte. Es 
wurde nun unter Anwendung verschiedener Konzentrationen 
der peroxydasehaltigen Fliissigkeiten teils das Maximum der 
Absorption bestimmt, welche tiberhaupt eintritt, und zweitens 
diejenige Zeit, welche bis zur Erreichung der halben Farben- 
intensitiit verflieBt. 

Unter der meist, wenigstens angenihert, zutreffenden V oraus- 
setzung, daB das Maximum der Absorption den Endzustand der 
Oxydation, also den vollsténdigen Verlauf der Reaktion kenn- 
zeichnet, wird, wenn die Absorption nach dem Beerschen 
Gesetz proportional der Konzentration des Guajakblaus ist, die 
Zeit, welche bis zum Ablauf der halben Reaktion verliuft, durch 
die Gleichung dargestellt : 


‘) Es soll gleich betont werden, dah wir mit dieser Bezeichnung 
nichts iiber die Enzymnatur, Einheitlichkeit oder Beschaffenheit dieses 
Stoffes aussagen. 


?) Arch. d. Pharm., Bd. CCXXXIV, S. 590 (1896). 
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0.4343 k = + log 2 


| — 


— 0,693 


wenn k die Reaktionskonstante fir Reaktionen 1. Ordnung be- 
zeichnet. 

Da es sich hier um die Oxydation der a-Guajakonsiiure 
durch H,O, handelt, so wiire eigentlich die Geschwindigkeit 
nach der fiir bimolekulare Reaktionen giiltigen Formel zu _ be- 
rechnen. Indessen befindet sich H,O, in der Mischung in 10fachem 
UberschuB, so daf seine Konzentration als praktisch konstant 
angesehen werden kann und die Reaktion monomolekular wird. 

Uber die Fehlergrenzen geben folgende Zahlen AufschluB. 

Das «Maximum» [aft sich im Kolorimeter mit einer mitt- 
leren Abweichung von 5°/o bestimmen. (In Betracht kommen 
die Fehler bei der Verdiinnung und der Ablesung an der Kolori- 
meterskala.) Die Dauer der halben Reaktion wurde mit einem 
Chronoskop auf !/s Sekunden genau gemessen. 

Folgende Tabelle zeigt die Beziehung, welche zwischen 
Konzentration und Reaktionsgeschwindigkeit herrscht. 


also k= 


Verdiinnung des peroxydasehaltigen Saftes 500 1000 2000 
Maximum in Skalenteilen .... 80 66 52 
Dauer der halben Reaktion in ee 50 79 110 
SS a ee en ee oe ee a 93 7 


Die Reaktionsgeschwindigkeit nimmt, wie ersichtlich, lang- 
samer zu als die Konzentration, etwa proportional mit der 
Quadratwurzel derselben. 

Eine passende Vergleichslésung, deren Farbe in einfacher 
Weise durch die Konzentration definiert werden kinnte, haben 
wir nicht gefunden. 

Einigermafen reproduzierbar werden unsere Zahlen durch 
folgende Angaben, welche sich nicht auf Peroxydase, sondern 
auf Chinon bezw. Ferrisulfat beziehen: 

I. An Stelle der Peroxydaselésung wird 1 ccm einer 0,01 
normalen wiisserigen Chinonldsung mit 1 ccm 0,1 normalem 
Wasserstoffsuperoxyd und mit 2 ccm Guajakonsiurelosung ver- 
setzt. Das Absorptionsmaximum stellt sich nach etwa 10 Mi- 
nuten ein. Die Absorption ist dann !/5 derjenigen der Ver- 
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gleichslésung. (Nach Eintritt des Maximums geht die Farben- 
intensitét der Guajakonsiureldsung wieder zuriick, was den 
Wert der Bestimmung beeintrachtigt.) 

Eine 0,1 normale Chinonlésung gab das Maximum 50: 
Proportionalitaét zwischen Chinonkonzentration und Menge des 
schlieBlich gebildeten Guajakblaus findet also nicht statt, eben 
wegen der Veriinderlichkeit des gebildeten Farbstoffes in Gegen- 
wart von Oxydationsmitteln. 

II. Wenig bessere Resultate lieferte Ferrisulfat; es kam 
eine 0,0006 normale Lésung von Ferrosulfat zur Verwendung, 
welche durch ein gleiches Volumen von 0,1 normalem Wasser- 
stoffsuperoxyd oxydiert worden war. 

Sonstige Versuchsbedingungen wie bei I. 

Absorptionsmaximum: 22 Skalenteile. 

Ahnliche Versuche mit gréBeren Eisenkonzentrationen sind 
angestellt worden, um zu sehen, wie grof der Eisengehalt des 
Peroxydasepraparats sein miifte, um die Wirksamkeit dieser 
Priiparate verursachen zu kénnen. Es ergab sich, daf ein Prii- 
parat von der Wirksamkeit 

Maximum 100 Skalenteile. 

Dauer der halben Reaktionszeit 50 Sekunden 
wenigstens 50°/o Eisen enthalten miifte, wenn dieses allein 
der wirksame Bestandteil wire. Tatséchlich enthalten die Pri- 
parate aus Meerrettichperoxydase nur Spuren von Eisen. 

Der Saft aus frischen Kartoffeln, dessen Wirksamkeit 8. 77 
angegeben ist, enthielt in 

800 cem: 0,167 g Al 
dagegen nur Spuren von Eisen und Mangan. 

Die Farbenreaktion mit Guajakol hat vor derjenigen mit 
Guajakonséure den Vorzug, da erstere Substanz leichter in 
reiner Form zu erhalten ist. Sie wurde auch schon friiher von 
Bertrand zu quantitativen Messungen benutzt. Es war jedoch 
nicht méglich, wie bei Guajakonséure, einen Endwert der Reak- 
tion (ein Absorptionsmaximum) zu bestimmen, da nach langerer 
oder kiirzerer Zeit stets das rote Oxydationsprodukt ausfiallt, 
welches nach Bertrand Tetraguajakochinon ist. Wir muften 
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uns deshalb darauf beschriinken, die Zeit zu bestimmen, welche 
bis zum Eintritt einer gewissen, willkiirlich gewihlten Farbe 
verflieBt. Als Vergleichslosung diente eine ca. 2 normale Kalium- 
bichromatlésung, welche mit etwas saurer Lackmuslisung ver- 
setzt war. Die angewandte Guajakolloésung war 0,05 normal. Der 
peroxydasehaltige Saft wurde im Verhiltnis 1 : 500, 1 : 1000 und 
1: 2000 verdiinnt. Die weitere Mischung erfolgte wie friiher: 
auf 1 ecm der verdiinnten Losung kam 1 cem 0,1 normalem 
H,O, und 2 ccm 0,05 normaler Guajakollésung. 

Zwischen den Zeiten des Eintritts gleicher Fiirbung und 
der Konzentration der Peroxydase besteht folgende Abhiingigkeit: 
Verdiinnung des peroxydasehaltigen Saftes: 

500 1000 2000 


Zeit bis zum Eintritt der Vergleichsfarbe : 
100 190 350 Sekunden. 

Die Proportionalitiit zwischen Reaktionszeit und Verdiin- 
nung ist also nur unvollkommen. 

Es liegen in der Literatur keine Anhaltspunkte dafiir vor, 
ob die Oxydation des Guajakols und der Guajakonsiiure durch 
die gleichen Stoffe bezw. die gleiche Peroxydase bewirkt 
wird. Um dariiber einen Aufschlu8 zu gewinnen, wurde unter- 
sucht, ob bei verschiedenen Pflanzenpraparaten und Siiften die 
Oxydation dieser beiden Substanzen parallel geht. Zur Unter- 
suchung kamen die LOsung eines Peroxydasepriiparates aus 
Meerrettich (0,01 g in 200 Wasser) (A) ferner die aus Apfeln (B) 
und aus Kartoffeln (C) durch Auspressen gewonnenen Siifte, 
erstere unverdinnt. 



























Rotfairbung des Guajakols: A B C (verdiinnt 1 : 20) 
Eintritt der Vergleichsfarbe nach 220 300 85 Sekunden 
Bildung von Guajakblau: 
ek a ss ae oe ee eS 60 17 40 
Dauer der halben Reaktion . . RD - 120 





Zwischen den beiden Peroxydasereaktionen, der 
Bildung des Tetraguajakochinons und des Guajakblaus, 
besteht also keine Parallelitét, und es ist also anzu- 
nehmen, daB die beiden Reaktionen durch verschie- 
dene Stoffe katalysiert werden. 
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Die Abhiingigkeit der Guajakblaureaktion von Sauren. 
Alkalien und einigen Giften. 


20 ccm einer 10°/oigen Loésung von Rohperoxydase aus 
Meerrettich wurden mit 2,5 cem einer 0,2 normalen Salzsiure- 
losung !/2 Stunde stehen gelassen. Hierauf wurde mit 2,5 ccm 
einer 0,2 normalen Natronlauge neutralisiert; nach Verdiinnung 
dieser LOsung im Verhiiltnis 1: 500 wurde dann wie gewohn- 
lich Maximum und Geschwindigkeit der eintretenden Blaufiirbung 
bestimmt. 

Gefunden: Maximum 100; 
Dauer der halben Reaktion 20 Sekunden. 

Kin Parallelversuch, bei welchem an Stelle der Salzsiiure 
ein gleiches Volumen Wasser angewandt wurde, gab: 

Maximum 100; Dauer der halben Reaktion 25 Sekunden. 


LO ccm einer 10°/oigen Lésung von Rohperoxydase wurden 
mit 2,5 ecm einer 0,2 normalen Natronlauge */4 Stunden lang 
stehen gelassen. Dann wurden 2,5 ccm 0,2 normaler Salzsiiure 
zugesetzt; nach Verdiinnung der Losung von 1 auf 200 ergab sich: 

Maximum 100; Dauer der halben Reaktion 50 Sekunden. 

Parallelversuch mit Wasser: 

Maximum 100; Dauer der halben Reaktion 51. 

Es zeigt sich also, dafi die Wirksamkeit der Peroxydase 
durch geringe Mengen Sdéuren und Basen (in rund 0,02 nor- 
maler Loésung) nicht geandert wird. 

Wir haben im Anschluf hieran auch den Einfluf8 der 
Aciditiit auf die Guajakblaufairbung untersucht, also Peroxydase, 
Wasserstoffsuperoxyd und Guajakonsdure in saurer, neutraler 
und in alkalischer Lisung gemischt, besonders um zu erfahren, 
ob und wie durch den zufalligen Séuregehalt natiirlicher Pflanzen- 
siifte die Guajakblaureaktion beeintrichtigt wird. Dabei hat 
sich gezeigt, daf mit freiem Auge Unterschiede in der Guajak- 
blaureaktion nicht wahrgenommen werden konnen, zwischen 
Lésungen, welche 0,01 normal in bezug auf Salzsiéure und 
Lisungen, welche 0,01 normal in bezug auf NaOH sind. 

Im Anschlu8 an die Versuche iiber den Einflu8 von Sauren 
und Basen haben wir auch den Einflu8 einiger Gifte untersucht. 
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Uber die Wirkung von Giften auf Pilzoxydasen hat Kastle 
bemerkenswerte Beobachtungen mitgeteilt.1) Energisch und 
dauernd geschadigt wurden die Pilzoxydasen besonders durch 
Chloroform, ferner durch Thymol, wihrend sie gegen Form- 
aldehyd sehr unempfindlich sind. Starke Hemmungen erzeugen 
nach Laqueur?) und nach Rosenfeld’) die Alkaloide, be- 
<onders Chinin. 

20 cem 10°/oige Rohperoxydaselésung wurden mit 5 cem 
|’ oiger Formaldehydlésung versetzt. Verdiinnung im Verhiiltnis 
{ : 500 wie bei dem Versuch mit Salzsiiure. 

Die Blaufiirbung mit der so verdiinnten Lésung wurde 
bestimmt: 

1. Unmittelbar nach der Mischung. 

2. Nach einer halben Stunde. 

3. Nach 24 Stunden. 

Alle drei Versuche und ein Parallelversuch mit 5 ccm 
Wasser ergaben das tibereinstimmende Resultat: 

Maximum 100; Dauer der halben Reaktion: 25 Sekunden. 

Ebensowenig Einfluf wie der Formaldehyd hatten 
Zusitze von 5d ccm folgender Lisungen: 

a) 0,005 g Thymol, aufgeschlammt in Wasser, 

bh) 0,05 g gelést in sehr verdiinntem wiisserigem Alkohol, 

c) gesattigte, wiisserige Chloroformlésung, 

d) 0,1 °/oige Chininsulfatlosung. 

Wenn auch die Fehlergrenzen der beschriebenen kolori- 
metrischen Bestimmungsarten erheblich grofer sind, als man 
gewOhnlich an analytische Methoden stellt, so gestatten sie 
immerhin in einfacher Weise den Gehalt an «Peroxydase» mit 
einem mittleren Fehler von etwa 10°/o zu ermitteln, und die 
quantitativen Beobachtungen sind, wenn es sich um Fest- 
stellung und Vergleich von Peroxydasegehalten verschiedener 
Pflanzenteile und Praparate handelt, den bisher iiblichen quali- 
tativen Reagenzglasversuchen entschieden vorzuziehen. Wir 
haben die verschiedenen Fraktionen bei den Reinigungsver- 


1) Chemisches Zentralblatt, Bd. LXXVII, 1, S. 1555 (1906). 
*) Arch. f. exp. Path., Bd. LV, S. 240 (1806). 
3) Dissertation, Petersburg 1906. 
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suchen mit Cochlearia-Peroxydase auch stets in der oben an- 
gegebenen Weise untersucht. 


Reinigungsversuche mit Peroxydase aus Meerrettich 
(Cochlearia armoracia). 


Es bestatigte sich zunichst, daB Meerrettichwurzeln hervor- 
ragend kriaftige Peroxydasereaktionen liefern und insofern als 
Ausgangsmaterial fiir die Reindarstellung in erster Linie in 
Betracht kommen. Bach und Chodat?) haben die Cochlearia- 
Peroxydase zu isolieren versucht, und gelangten zu einem 
Praiparat von folgenden Eigenschaften: «Gelblichweibe, gummi- 
artige Masse, in Wasser auSerordentlich ldslich, in 40 °/oigem 
Alkohol leicht léslich. Reduziert stark Fehlings Lésung. Die 
reinsten Priaparate enthalten durchschnittlich 6 °/o Asche. 
Mehrere Analysen ergaben, daB dieselbe eisenfrei, dagegen 
aluminium- und manganhaltig ist. Der Gehalt an Aluminium 
betrigt 0,8—1,4°/o, derjenige an Mangan 0,2—0,6°%/o. Ob 
zwischen dem Mangangehalt und den Peroxydaseeigenschaften 
des Produkts ein kausaler Zusammenhang besteht, konnte mit 
Sicherheit nicht nachgewiesen werden. Beim Erwaérmen von 
Peroxydaselésungen mit Natronlauge entweicht zuerzt Ammoniak 
und dann eine nach Pyridin riechende Base.» 

Nach einer Feststellung von Tschirch und Stevens,”) 
dai sich aus Rhus-Laccase bei der Destillation mit Natronkalk 
Pyrrol entwickelt, wies A. Bach?) nach, dai Meerrettich- 
oxydasen bei der Destillation mit Kali Ammoniak und 
Pyrrol liefern. 

SchlieBlich ist eine eingehende Arbeit vonE. deStoecklin'‘) 
aus Chodats Laboratorium zu erwahnen, welche ebenfalls die 
Peroxydase aus Cochlearia armoracia betrifft. Nach Stoecklin 
ist diese Substanz amorph, aber kein Eiweif. Die sie be- 
gleitenden anorganischen Bestandteile sind besonders Phosphate 


') Ber. d. Deutsch. chem. Ges., Bd. XXXVI, S. 600 (1903). 
?) Arch. d. Pharm., Bd. CCXLIII (7), S. 504 (1905). 

*) Ber. d. Deutsch. chem. Ges., Bd. XLI, S. 226 (1908). 

*) Inst. bot. de ’Univ. de Genéve, sér. 7, S. 39 (1907). 
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des Ca, Mg, Na und K. Auch stickstoffhaltige Substanzen 
finden sich in der Peroxydase. Besonders wird die Abwesen- 
heit von Mangan in der Meerrettichperoxydase betont. 
Sowohl die von Bach und Chodat als die von Stoecklin 
schlieBlich erhaltenen Priiparate haben offenbar noch viel in- 
aktive, nicht zur Peroxydase gehérende Substanzen enthalten. 
Wir haben deswegen versucht, ob durch systematisches Frak- 
tionieren oder Dialysieren eine weitere Reinigung moglich ist. 


iF 


6 kg Meerrettich wurden fein gerieben und abgepreBt.!) Es 
wurden 3 Liter Saft gewonnen, aus welchem sich in wenigen 
Stunden reichliche Mengen Starke und andere feste Substanzen 
abscheiden. Der von der Fallung dekantierte Saft wird mit 
Baryt neutralisiert, um die Hauptmasse der Phosphorsiiure zu 
entfernen; der Rest der Phosphorsaure wurde durch Behandeln 
des Saftes mit Baryumcarbonat entfernt. Ohne vorhergehende 
Filtration wurde soviel 96 °%/oiger Alkohol zugesetzt, dafi die 
Lisung dann 33 °/o Alkohol enthielt. Die Fallung wird abge- 
saugt. Ein Teil des Filtrates wurde mit Tierkohle behandelt; 
sowohl dieser Teil als der Rest wird filtriert; das Filtrat wird 
mit dem 5—6fachen Volumen Aceton versetzt, wodurch die 
Peroxydase mit einem breiigen, zihen Sirup ausfiallt. Diese 
Fillung wird in moglichst wenig Wasser gelést und in viel 
absoluten Alkohol eingegossen, wobei nun weifie Flocken aus- 
fallen, welche zweckmifig mit Alkohol zerrieben und mit Ather 
gewaschen werden. 

Nach Absaugen wurden 162 g eines trockenen, gelblichen 























*) Wird die zerriebene und ausgeprefite Masse direkt mit kaltem, 
‘)°oigem Alkohol extrahiert, so list sich nur wenig Substanz. Die 
Lisung wurde mit Baryt neutralisiert, die Fallung wurde nach einiger 
Zeit abfiltriert. Durch Fallen des wisserig-alkoholischen Filtrates wurden 
Sg Substanz ezhalien. 5g davon wurden wiihrend 48 Stunden durch 
Pergamentfilter dialysiert. Der Hiilseninhalt wird mit absolutem Alkohol 
gefallt. Es werden so 0,3 g einer rein weifen Substanz erhalten, 
welche 84°70 Asche enthilt; die Guajakprobe fallt folgendermafen aus 
(siehe S. 74): 

Maximum: 88, Dauer der halben Reaktion: 50 Sekunden. 
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Pulvers erhalten. Ein sehr grofer Teil dieses Priparates be- 
steht aus Rohrzucker und Glukose, welch letztere (ohne 
vorhergehende Inversion durch Sauren) als Osazon ausgefiillt 
wurde. 

Der Peroxydasegehalt ergibt sich aus folgender Messung 
mit Guajakonsiiure. Hier wie bei allen Versuchen 0,01 g Enzyin- 
priiparat in 209 cem Wasser. Von dieser Verdiinnung wurde. 
wie S. 74 angegeben, 1 ccm mit 1 ccm H,O,-L6sung und 2 ccm 
Guajakonséurelésung gemischt. 

Maximum: 70; Dauer der halben Reaktion: 90 Sekunden. 

20 g dieses Priiparates P, werden wihrend 48 Stunden 
durch Diffusionshiilsen von Schleicher und Schill Nr. 579 
gegen fliefendes Wasser dialysiert. Es zeigte sich durch be- 
sondere Versuche, dai dabei keine Peroxydase durch diese 
Hiilsen diffundiert.!) Wiéihrend der Dialyse fallen Eiweifkorper 
aus, von welchen abfiltriert wurde. Nach der genannten Zeit 
wird der Inhalt der Hiilsen in einen grofen Uberschu8 von 
absolutem Alkohol eingetragen, wodurch 1,5 g einer rein weifen 
Fiillung M erhalten wird. 

Peroxydasegehalt: 

Maximum: 100; Dauer der halben Reaktion: 23 Sekunden. 

Eine Aschenbestimmung der bei 80° getrockneten Sub- 
stanz lieferte 7,37 °/o Asche. 

0,1873 g Substanz gaben beim Gliihen 0,0138 g Riickstand. 

Der Riickstand von M, 1,3 g betragend, wird wieder 
in wenig Wasser gelést und wihrend 72 Stunden dialysiert. 
Hierauf wird mit absolutem Alkohol gefallt, wodurch 0,21 ¢g 
Substanz erhalten werden. 

Gefunden: Maximum: 100; Dauer derhalben Reaktion: 7 Sekunden. 

Durch die fortgesetzte Dialyse wurde somit die 
Wirksamkeit des Priparates, und wie man wohl an- 
nehmen darf, der Peroxydasegehalt bedeutend ver- 
grobert. 


') Im Gegensatz zu dem Versuch von Bach und Chodat (Ber. de! 
Deutsch. chem. Ges., Bd. XXXVI, S. 602), welche ein peroxydasehaltiges 
Dialysat erhalten haben. 








t 
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Eine Aschenbestimmung der bei 80° getrockneten Substanz 
lieferte 2,67°/o Asche. 
0,1831 g Substanz gaben beim Gliihen 0,0048 g Riickstand. 


If. 


50 g eines Priparates, welches ganz analog wie P, ge- 
wonnen worden, aber nicht mit Tierkohle behandelt worden 
war (Pi), wurde gegen flieSendes Wasser dialysiert. Nach 72 
Stunden wurde die Dialyse unterbrochen, um von den aus- 
geschiedenen Eiweifkirpern abzufiltrieren. Nach weiteren 96 
Stunden wurde der Hiilseninhalt mit groBem Uberschuf von 
Aikohol gefallt, wodurch 0,72 g eines gelblich-braunen Pulvers 
erhalten wurden. 

Wirksamkeit dieses Priparates: 


Maximum: 100; Dauer der halben Reaktion: 10 Sekunden. 


Das Préparat war also anniihernd ebenso wirksam wie 
das wihrend 120 Stunden dialysierte Priiparat P, (S. 82). 
Eine Aschenbestimmung der bei 80° getrockneten Sub- 
stanz lieferte 2,49°/o Asche. 
0,1845 g Substanz gaben 0,0046 g Riickstand. 


Eine Stickstoffbestimmung lieferte 10,4°/o N. 


0,1902 g Substanz gaben 17,29 ccm N, (18° und 757 mm). 


An einem genau wie P, erhaltenen Priiparat P, wurde 
untersucht, ob durch Fraktionierung mit Alkohol eine An- 
reicherung der Peroxydase erzielt werden kann. 

Wirksamkeit von P,: 

Maximum: 38; das Préparat war also schwiicher als P,. 

a) 5 g, in 100 cem 50°/oigem Alkohol aufgeschliimmt, 
bildeten eine feine Emulsion, aus welcher sich tiber Nacht ein 
Niederschlag absetzte. Derselbe wies nach Absaugen und 
Waschen mit Alkoho! folgende Wirksamkeit: 

Maximum: 60. Die Wirksamkeit hat sich also etwa verdoppelt. 

b) 5 g wurden in 100 cem 70°/oigem Alkohol aufge- 
schlimmt. Die Substanz geht dabei auffallenderweise fast 
vollstiindig in Lésung. Durch Fiillen mit absolutem Alkohol 


0* 
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wird ein weibes Priiparat erhalten, welches gegeniiber Guajakon- 
siiure nur eine auferordentlich geringe Wirksamkeit zeigt 
(Maximum etwa 0—)). 

Kine wirksame Reinigungs- bezw. Anreicherungs- 
methode lift sich also auf die fraktionierte Fallung 
durch Alkohol nicht gritinden. 

Am Priparat P, wurde der Zuckergehalt nachgewiesen. Aus 2 ¢g 
Substanz wurden zunachst die Eiweifikérper durch Kochen entfernt, 
worauf eine Stunde mit essigsaurem Phenylhydrazin im Wasserbade er- 
hitzt wurde. Nach dem Abkiihlen wurden 0,2 g Osazon erhalten, welches 
nach einmaligem Umkrystallisieren aus Alkohol bei 201—202° schmolz, 
also zweifellos Glukosazon war. 

Um zu erfahren, ob der in unseren verschiedenen Pri- 
paraten gefundene Stickstoffgehalt von Proteinen herrihrt, 
wurden 50 g von P, folgender Behandlung unterworfen: 

Es wurde mit 7-tégiger Dialyse begonnen. Der Hiilsen- 
inhalt wird in zwei Halften geteilt. Die eine Hilfte wurde 
mit Tierkohle gekocht, filtriert und mit absolutem Alkohol 
gefallt. 

Die so erhaltene, bei 80° getrocknete Substanz wurde 
zur Untersuchung des Stickstoff- und Aschengehaltes verwendet. 
Die Substanz enthielt: 7,47°/o N und 8,02°/o Asche. 


Stickstoffbestimmung: 
0.2074 g Substanz gaben 13,46 ccm N, (17° und 758 mm). 


Aschenbestimmung: 
0.2061 g Substanz gaben 0,0407 g Riickstand. 


Hl. 


6 kg Meerrettich, gerieben und abgepreft, lieferten 3250 ccm 
Saft. Derselbe wurde so rasch als méglich in flachen Porzellan- 
schalen auf freier Flamme bis zur Koagulation der Eiweifstoffe 
erhitzt. Nach etwa 5 Minuten wurde schnell in Eiswasser ab- 
gekiihlt. Durch diese Behandlung wird die Peroxydase-Wirkung 
des Saftes zwar geschwiacht, aber bei weitem nicht aul- 
gehoben, wie folgende mit einem im Verhiltnis 15 : 500 ver- 
diinnten Saft angestellten Versuche zeigen: 
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Maximum Dauer der halben Reaktion 
Ungekocht 100 21 Sekunden 
Gekocht RD 50 > 


Ohne von den Eiweifkorpern abzufiltrieren, wird der ge- 
kochte Saft mit Baryt neutralisiert, mit Baryumcarbonat digeriert 
und mit soviel Alkohol versetzt, daB die Lésung 30°, oig wurde. 
Ks wurde nun abgesaugt, das Filtrat mit Aceton gefiillt, der 
Niederschlag in Wasser gelist und mit absolutem Alkohol ge- 
fillt. Wir erhielten von diesem Priiparat P, 137 g. 

Wirksamkeit des Priiparates P, gegen Guajakonsiure: 

Maximum: 38; Dauer der halben Reaktion: 140 Sekunden. 

50 g des Priiparates P, werden wihrend 7 Tagen unter 
Austausch der Hiilsen dialysiert. Der Hiilseninhalt wird wie 
friiher mit absolutem Alkohol gefillt und gewaschen; erhalten 
werden 3,6 g dieses Priiparates ps. 

Wirksamkeit gegen Guajakonsiure: 

Maximum: 88; Dauer der halben Reaktion: 55—60 Sekunden. 

Analysen ergaben 7,5°/o Asche und 7,77°o N. 

0.1775 g Substanz lieferten 0,0135 g Riickstand. 

0,2103 » > > 14,03 ccm N, (17° und 766,5 mm). 
Von diesem Préparat p, werden etwa 2g mit wenig Wasser 
behandelt; die Lésung wurde gekocht und ein sich dabei bil- 
dender Niederschlag nun abfiltriert. Der Niederschlag wurde 
auf seinen Stickstoffgehalt untersucht; derselbe betrug 4,79°/o. 

0,1601 g bei 80° getrocknete Substanz gaben 6,05 ccm N, 

(18° und 762 mm). 

Der beim Kochen gelést gebliebene Teil von p, wird 
mit Tierkohle gekocht, abfiltriert und mit absolutem Alkohol 
gefillt. Die bei 80° getrocknete Substanz enthielt 4,12°/o N. 

0,2507 g Substanz gaben 8,92 ccm N, (17° und 762 mm). 

Weitere 50 g von P, werden, wie oben erwiihnt, dialysiert, 
dieses Mal in weiten Hiilsen. Nach 7 Tagen (nach 3 Tagen 
wurden die Hiilsen gewechselt) wurden aus dem Hiilseninhalt 
durch Alkohol 5,5 g ausgefallt. 

Wirksamkeit dieses Praparates 7,: 

Maximum: 60; Dauer der halben Reaktion: 85 Sekunden. 

Die Wirksamkeit war also bei diesem Priparat schwiicher. 
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Durch die weiteren Hiilsen waren in den 7 Tagen weniger 
unwirksame Substanzen herausdialysiert (in ersterem Versuch 
wurden 3,6, in letzterem 5,5 g Substanz erhalten). Je langer 
also die Dialyse getrieben wird, desto wirksamer 
wird die Substanz. 


Die Analyse von nm, ergab 6,61°/o Asche. 
0,1694 g Substanz gaben 0,0112 g Riickstand. 

3g des Priparates m, werden vollstindig geldst, mit 
Tierkohle gekocht; nach Absaugen des eintretenden Nieder- 
schlages wird mit absolutem Alkohol gefallt, die erhaltenen 
0,25 g werden bei 80° getrocknet. Sie enthielten 11,27°/o 
Asche und 4,16°%/o N. 

0.1100 g Substanz gaben 0,0124 g Riickstand. 

O0,1090 » > » 3,81 ccm N, (15,5° und 778 mm). 

1,6595 g des Priaparates m, wurden in 30 cem 2°/oiger 
Natronlauge und etwas Wasser geldst und der Destillation 
unterworfen, wobei fliichtige Basen quantitativ in titrierter 
Salzsiiure aufgefangen wurden. Nach Ubergang von 50 cem 
Destillat wurde von neuem Wasser zugesetzt und die Destillation 
fortgesetzt. Durch die tibergehenden Basen wurden 7,5 ccm 
0,2 normaler Salzsiiure neutralisiert; es waren somit 0,0015 
g-Molekiile einer Base tibergegangen. Diese wird einer niiheren 
Untersuchung unterworfen. 

Die im Vorhergehenden angefiihrten Daten konnen_ in 
folgender Tabelle zusamnrengefaft werden, um den Einflub der 
Dialyse auf Stickstoff- und Aschengehalt und Wirksamkeit 
zu zeigen. 

Die Dialyse verléuft folgendermaBen: Zuerst verliert die 
Losung hauptsiichlich Zucker, so dah der Aschengehalt steigt; 
im weiteren Verlauf der Dialyse entfernen sich verhaltnis- 
miifig mehr Mineralstoffe, deren Gehalt in den durch Alkohol 
gefiillten Priiparaten also sinkt, wiihrend der Peroxydasegehalt 
(gemessen durch die Wirksamkeit gegeniiber Guajakonsaure) 
zunimmt. Die an zwei verschiedenen Praparaten, P; und Pia 
(Zeile 3 und 4 der Tabelle) erhaltenen tibereinstimmenden 
Zahlen scheinen bemerkenswert. 
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Aschen- ee Guajakblaubildung 
enw : stoff- 
Praparat gehalt gehalt i Dauer der 
°/o ~ halben Reaktion 
{. P, nicht dialysiert — — 70 | 90 Sekunden 
2, » 48Stund. » 7,4 — 100 23 » 
3. » 120 > > 2,6 — 100 7 > 
+ Pial68 » ‘ 25 10,4 100 10.» 
5. P, dialysiert') ... — 38 140 
6. » 168Stund. dialysiert 72 6 neg 
(kleine Hiilsen) 4,6 78 - oe 
7. » 168Stund.dialysiert 7" : - 
(grofve Hiilsen) 6,0 oe 60 69 ' 














Geht man von sehr grofen Mengen Rohmaterial aus und 
dialysiert lange, etwa mehrere Wochen, so kommt man wohl 
zu Praéparaten von noch etwas hoéherem Stickstoffgehalt, hOherer 
\Wirksamkeit und geringerem Aschengehalt. Indessen werden 
solche Versuche sehr kostspielig und zeitraubend, und es wird 
sich eher empfehlen, ein anderes, von vornherein etwas reineres 
Ausgangsmaterial zu suchen. 


Einflu&8 des Erwarmens auf den Saft und das mit Alkohol gefallte 
Praparat. 


10ccem Saft werden mit 90 cem Wasser gemischt (Versuchea). 

5 g des Priparates P, werden in 100 ccm Wasser gelost 
Versuche 8). 

Diese beiden Liésungen werden in bezug auf ihre Wirme- 
empfindlichkeit verglichen. Unmittelbar nach Herstellung der 
Liosung wurden folgende Intensititen gefunden, wobei beide 
Losungen im Verhialtnis 1: 100 verdiinnt waren: 

a) Maximum: 100; Dauer der halben Reaktion: 38 Sekunden. 
5) Maximum: 100; Dauer der halben Reaktion; 25 Sekunden. 
In ahnlicher Weise wurden die beiden Lésungen unter- 


') Dieses Priparat war durch Erhitzen der Lésung von Eiweifh 
stoffen zum gréftten Teil befreit worden. Die Erhitzung fiihrte natiirlich 
eine Schwachung des Priparates herbei. 
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sucht, nachdem sie wiihrend 15, 45 und 115 Sekunden auf 
100° erwairmt waren. Die Maxima betrugen durchweg 100. 
Berechnet man die Geschwindigkeit, mit welcher die Peroxydase 
in der Wiirme zersetzt wird, aus den Zeiten t Sekunden fiir 
die halbe Guajakblaufirbung und aus den angewandten Ver- 
diinnungen v, so erhiilt man folgende Ubersicht tiber die Wirk- 
samkeit der LOsungen, dargestellt durch die Werte tv: 














Dauer der Erwiirmung in Sekunden.. . 





00 | 1500 


Lésumg a..... 3 | | 


300 | 








Lisung Bp . 
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Die Empfindlichkeiten des rohen Saftes und eines gelésten 
Peroxydasepriiparates sind also nicht sehr verschieden. In 
beiden Fiillen sinkt anfangs die Aktivitét der Peroxydase aufer- 
ordentlich stark. 

Zur genaueren Bestimmung der Wirmeempfindlichkeit 
der Peroxydase miissen ahnliche Messungen bei etwa 80° an- 


gestellt werden, wo die Erwirmungszeiten etwas linger ge- 
wiihlt werden konnen. 

Von der Verdiinnung scheint die Wéarmeempfindiichkeit 
der Peroxydase unabhingig zu sein. Die gleiche Erhitzungs- 
dauer schwiicht die Peroxydase, wie die folgenden Versuche 
zeigen, in der gleichen Weise, wenn die Verdiinnung auch im 
Verhaltnis 1:5 varriert wird. 

5 g des Praparates P, wurden in 50 cem geldést (Lésung M). 

1. Verdiinnung 1: 200. Ungekocht. 

Maximum: 100; Dauer der halben Reaktion 25 Sekunden. 

2. Nach Erhitzen der Lésung M wiahrend 100 Sekunden 
im kochenden Wasserbad wurde im Verhiiltnis 1:5 verdiinnt. 

Maximum: 100: Dauer der halben Reaktion 25 Sekunden. 

3. Eine 5 mal so verdiinnte Lésung wie M wird gekocht 
(um den Einflu8 der Verdiinnung zu sehen), wird wiihrend 
100 Sekunden erhitzt und unverdiinnt untersucht: 


Maximum: 100; Dauer der halben Reaktion 25 Sekunden. 
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Versuche mit Laccase aus Rhus vernicifera. 


Das Rohpriparat. fiir welches wir Herrn Professor 
H. Yoshida zu grofem Dank verpflichtet sind, war bereits 
in Japan von mechanischen Verunreinigungen befreit worden 
und stellte eine ziemlich zéhfliissige, weiBbliche Masse dar. 
(Es erweist sich stark wirksam als Oxydationskatalysator: Es 
fiirbt eine alkoholische Guajakonsaurelésung direkt (ohne H,Q,) 
blau, Guajakoll6sungen rot.) Die Masse wird in sehr grofem 
Uberschu8 96°%/oigen Alkohols unter starkem Umriihren einge- 
gossen, vor dem Fiillen dekantiert und die Fallung noehmals 
mit der gleichen Alkoholmenge behandelt. Der nun erhaltene 
Niederschlag wird abgesaugt, in wenig Wasser gelést, und mit 
Alkohol wiederum gefiillt. 

Wir haben dieses Praparat zunichst dazu verwendet, 
die Wirkung der Rhus-Laccase auf Hydrochinon zu untersuchen, 
um somit dieses Priiparat mit der Medicago-Laccase und mit 
alkalischen Manganlésungen zu vergleichen. 

0,2 g Laccase in 10 ccm Wasser geldst. Der an anderer 
Stelle!) beschriebene Apparat, welchen wir auch bei unserer 
ersten Untersuchung angewandt hatten, wurde mit 20 ccm einer 
0,5 normalen Hydrochinonlisung und 20 ccm destilliertem Wasser, 
hierauf mit Sauerstoff gefiillt und schlieblich die 10 ccm der 
Laccaselisung zugesetzt. Die Versuchsanordnung ist in unserer 
erwihnten Mitteilung zu ersehen. 


I. I. 
Minuten ccm absorb. O, Minuten ccm absorb. O, 
3 1,2 3 1,4 
dD 2,8 ) Ausfallen von 5 2,5 
10 5,1 f Chinhydron 10 5,4 
15 8,0 15 90 
20 11,6 20 12,0 


Durch 3 Minuten langes Kochen wird die Wirk- 
samkeit der Rhus-Laccase total aufgehoben. 


') Diese Zeitschrift, Bd. LVI, S. 80 (1908), und Zeitschrift fiir 
physikal. Chemie, Arrhenius-Jubelband. 





90 Hans Euler und Ivan Bolin, 


In diesem Zusammenhang sei hervorgehoben, da die 
wiisserige LOsung unseres Rhuspraparates sowohl gegen Lackmus 
als gegen Methylorange vollkommen neutral war. Es kann also 
keine Rede davon sein, daB die katalytische Wirkung der Rhus- 
Lacease einfach auf die Gegenwart von Mangan und von 
Hydroxylionen zuriickgefiihrt werden kann. 

Durch Behandlung der gelésten Rhus-Laccase mit Tier- 
kohle wird der katalytische Effekt vermindert, wie folgender 
mit den obigen direkt vergleichbare Versuch ergibt: 


IIT. 


Minuten ccm absorb. O, 
3 0,5 
5 0,7 
10 1,4 
1d 3,1 
20 4,3 
30 d,7 


Die mit Tierkohle behandelte Laccaselésung wird wahrend 
8 Tagen gegen flieBendes Wasser dialysiert, worauf der Hiilsen- 
inhalt mit Alkohol gefallt wird. 

0,2 g des so gewonnenen Priiparates werden wie oben 
untersucht. 


IV. 


Minuten ccm absorb. O, 
3 
oO 
10 
15 
20) 
Die Rhus-Lacease unterscheidet sich demnach durch ihre 
Kigenschaften sehr stark von der Medicago-Laccase. 
Wiihrend letztere ganz unempfindlich gegen Erhitzen ist, 
wird die Rhus-Laccase bei 100° schnell getotet. 
Das Priiparat aus Rhus, nicht das aus Medicago wird 
durch Behandeln mit Tierkohle geschwacht. 
Die Rhuspriiparate, nicht aber die Medicago-Laccasen bliéuen 


Guajakonsiiurelésungen direkt und farben Guajakollésungen rot. 
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Schlieflich wurden ein paar Aschebestimmungen vorge- 
nommen und zwar an dem direkt gefallten Priiparat und an dem 
durch Dialyse gereinigten. Erstere Bestimmung lieferte 4,05 °/o 
Asche, letztere 3,1°/o. Bertrand gibt fiir eine seiner Laccase- 
Fraktionen aus Rhus einen Aschengehalt von 5,17°/o an. 


Zusammenfassung. 


I. 


1. Bei Wahl geeigneter Konzentrationen von Guajakon- 
siure und Hydroperoxyd lift sich mit Hilfe der Guajakblau- 
reaktion der Peroxydasegehalt bezw. die Peroxydasewirkung 
auf etwa 10°/o genau bestimmen. 

Mittels dieser Methode wurde die Peroxydase aus Coch- 
learia armoracia untersucht. 

2. Die genannte Reaktion wird von der Aciditiit der LOsung 
innerhalb der Grenzen +H = 10-? bis -OH = 10-? sehr wenig 
beeinfluBt; die Gifte Chloroform, Formaldehyd, Chininsulfat 
<chidigen in verdiinnter LOésung nicht. 

3. Als Reinigungsmethode fiir die Priiparate von Cochle- 
aria-Peroxydase eignet sich Dialyse weit besser als fraktio- 
nierte Fallung durch Alkohol. Im besten, d. h. pro Gewichts- 
einheit wirksamsten Priiparat, welches die Verfasser bis jetzt 
erhalten haben, wurden 10,4°/o N und 2,5°/o Asche gefunden. 

4. Die Warmeempfindlichkeit der untersuchten Peroxy- 
dase wurde gemessen. Bei 100° sinkt die Wirksamkeit schon 
in Bruchteilen einer Minute auf die Halfte. 

5. Quantitative Vergleiche zeigen, dafi man die Peroxy- 
lasewirkung nicht einfach auf die Gegenwart dreiwertigen 
Kisens und nicht auf diejenige von Chinonen zuriickfiihren kann; 
bekanntlich rufen diese Stoffe ebenfalls die Guajakblaureaktion 
hervor. Es waren zur quantitativen Erreichung der Peroxydase- 
wirkung viel gréfere Eisen- bezw. Chinonmengen erforderlich, 
als sich tatséchlich vorfinden. Man ist vollsténdig berechtigt, 
die Peroxydase zu den Enzymen zu ziahlen, und wird sie mit 
Chodat und Bach als wesentlichen Bestandteil der Oxydasen 
betrachten., 
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Il. 


6. Die Rhus-Laccase ist von der Medicago-Laccase durch- 
aus verschieden, sodaB sich eine Anderung in der Nomenklatur 
empfiehlt. 

7. Wiisserige, 1°/oige L6sungen von Praparaten der Rhus- 
Laccase, nach Bertrand dargestellt, reagieren neutral: die 
Konzentration der Wasserstoffionen liegt zwischen 10-° und 
10-*. Die Oxydationskatalyse durch Rhus-Laccase kann keines- 
wegs auf die gleichzeitige Gegenwart von Mangan und Hydro- 
xylionen zuriickgefiihrt werden. Die in dieser Richtung geiufer- 
ten Vermutungen kinnen als endgiiltig erledigt betrachtet wer- 
den, und Bertrands Angaben iiber diese Oxydase bestiitigen 
sich durchaus. 


Erwiderung auf L. Borchardts Il. Mitteilung: Uber die 
diabetische Lavulosurie und den qualitativen Nachweis der 
Lavulose im Harn. 

Von 
Dr. Wilhelm Voit. 


(Spezialarzt fiir Magen-, Darm- und Zuckerkranke in Nirnberg.) 


(Der Redaktion zugegangen am 3. Juli 1909.) 


L. Borchardt hat in dieser Zeitschrift eine Probe angegeben zum 
Nachweis der Livulose in diabetischen Harnen;') die von ihm mit dieser 
Probe angestellten Untersuchungen ergaben negative Resultate. Ich habe 
die Probe auf Veranlassung des Herrn Professor Sandmeyer in dessen 
Sanatorium fiir Zuckerkranke in Berlin-Zehlendorf voriges Jahr nachge- 
priift und mit einer grofen Mehrzahl diabetischer Harne positive Resultate 
erhalten, ja sogar mit normalen Harnen mehrfach zweifellos positive Re- 
sultate gefunden. Auf meine diesbeziigliche Arbeit*) geht Borchardt in 
einer II. Mitteilung iiber diabetische Livulosurie ein und bestreitet dic 
Richtigkeit meiner Resultate.*) Darauf méchte ich folgendes erwidern: 


1) Diese Zeitschrift, Bd. LV, Heft 3. 
*) Diese Zeitschrift, Bd. LVIII, Heft 2. 
*) Diese Zeitschrift, Bd. LX, Heft 3. 
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Ich habe nicht behauptet, wie dies nach Borchardts II. Mitteilung 
den Amschein haben kénnte, daf§ meine Arbeit das Vorkommen von 
Livulose in diabetischen Harnen beweist. Diese Anschauung mufi man 
aber bekommen, wenn man folgenden Satz Borchardts liest: «.... Wenn 
trotzdem Voit diese Liavuloseprobe in einer Reihe von Diabetesfillen 
positiv findet, so kann das jedenfalls nicht die Anwesenheit von Liivulose 
beweisen, sondern ....>» Ich habe geschrieben: Bei meinen Unter- 
suchungen mit der Borchardtschen Probe habe ich fast stets ein positives 
Resultat erhalten; ich halte die Probe aber nicht fiir einwandfrei; sollte 
sie das sein, dann miifte ich auf Grund meiner Untersuchungen be- 
haupten, daf} diabetische Lavulosurie keine Seltenheit ist. Ferner habe 
ich gegen Schluf§ meiner Arbeit‘) wértlich geschrieben: «Aussicht auf 
Klarung der Frage der diabetischen Livulosurie wird wohl nur die Dar- 
stellung eines einwandfreien Liavulosazons geben kénnen.» Daf es mir 
nicht gelang, ein solches mit den betreffenden Harnen darzustellen, habe 
ich gleichfalls bemerkt. Also nicht ein Beweis fiir die diabetische Liivu- 
losurie sollte meine Arbeit sein, sondern ein Beweis fiir die Unbrauch- 
barkeit der Borchardtschen Probe. Dies geht aus den Schlufsitzen 
meiner Arbeit auch klar und deutlich hervor. 

Da mir meine Untersuchungen gezeigt haben, dafi die Borchardtsche 
Probe sowohl mit diabetischen Harnen, als auch mit normalen Harnen 
und zwar mit solchen normalen Harnen, denen Traubenzucker, und sogar 
mit soichen normalen Harnen, denen nichts zugesetzt wurde, positive 
Resultate gibt, bin ich wohl auch berechtigt, den Wert der Borchardtschen 
Probe zu bestreiten. 

Wenn nun Borchardt behauptet, meine positiven Resultate seien 
durch fehlerhafte Ausfiihrung seiner Probe gewonnen, so mufs ich dem 
lebhaft widersprechen. Borchardt glaubt, ich habe zu lange gekocht; 
nach seinen und Malfattis*) Untersuchungen werde durch liangeres 
Kochen mit Saéuren ein Teil des Traubenzuckers in Livulose verwandelt. 
Dieser Fehler ist mir aber nicht unterlaufen, denn ich habe mich genau 
an seine Vorschrift gehalten, und es ist mir nicht entgangen, daf er in 
seiner I. Mitteilung sagt, man diirfe nur einmal kurz aufkochen. Oder 
sollte Borchardt einen Fehler betreffs des Kochens darin erblicken, daf 
ich zur Vermeidung eines von ihm angegebenen falschlich positiven Re- 
sultates bei gleichzeitiger Anwesenheit von Nitriten und Indikan nach 
seiner Vorschrift vor Anstellung der Probe 1 Minute mit Essigsiéure ge- 
kocht habe, und glaubt, daf& dadurch aus Traubenzucker Liivulose abge- 
spalten ist? In diesem Falle kénnte ich Borchardt den Vorwurf un- 
logischen Handelns nicht ersparen. Wie kann er denn eine Mafregel 
empfehlen, die zwar falschlich positive Resultate, die durch gleichzeitige 
Anwesenheit von Nitriten und Indikan moéglich sind, ausschlieft, dafiir 


') Mese Zeitschrift, Bd. LX, Heft 5. 
*) Diese Zeitschrift, Bd. LVIII, Heft 6. 
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aber falschlich positive Resultate durch Uberfiihrung des Traubenzuckers 
in Liavulose gibt? Wenn Borchardt jetzt schreibt, diese Vorsichts- 
mafiregel brauche man nur selten anzuwenden, da Nitrite und Indikan 
gleichzeitig nur selten vorkommen, so dndert dies doch nichts an dem 
Unlogischen seiner Vorschrift. Aber selbst wenn Borchardt damit rec}; 
hatte, daf§ ich durch das 1 Minute dauernde Kochen mit Essigsiure einen 
Teil des Traubenzuckers in Livulose verwandelt habe, wie erklirt denn 
dann Borchardt den von mir mehrfach zweifellos beobachteten positiven 
Ausfall der Probe mit normalen Harnen, denen gar kein 
Zucker zugesetzt worden war? Aus welchen Substanzen hat sich 
denn in diesen normalen Harnen die «Livulose» gebildet, die doch die 
charakteristische Gelbfirbung des Essigithers, also den positiven Ausfal! 
der Probe bedingen soll? 

Gekocht wurde, wie ich noch bemerken michte, weder im Wasser- 
bad noch mit Spiritusflamme, sondern stets mit Bunsenbrenner. 

Eingehen méchte ich noch mit einigen Worten auf die Rotfirbung 
des Amylalkoholextraktes (Urorosein?). Wenn Borchardt meint, ich habe 
ihn in diesem Falle «<véllig mifverstanden>», so ist er damit sehr im Irrtum. 
Borchardt schrieb in seiner I. Mitteilung, der Verwendung des kauflichen 
Amylalkohols stiinden Bedenken entgegen und deshalb sei ein nach dessen 
Verwendung gewonnenes Resultat nicht absolut beweisend. Diese Aufe- 
rung — schrieb ich in meiner Arbeit — kénne nur so zu verstehen sein, 
dafs die Probe dann eben unméglich sei. 

Auf Grund dieser Auferung behauptet nun Borchardt zwar, ich 
habe ihn «vdllig mifverstanden», sagt aber noch im gleichen Abschnitt 
selbst, er habe, da die Verwendung des kéuflichen Amylalkohols_ nicht 
einwandfrei sei, nur die negativen Resultate verwendet, die positiven aber 
nicht. Damit gibt er doch selbst zu, dafs die positiven Resultate nich! 
zu brauchen sind. Und was heifit denn das sonst, als dafs seine Probe 
in diesen Fallen eben nicht zu verwenden ist? Wie kann da Borchardt 
behaupten, ich habe ihn «vollig mifverstanden»! 

Zusammenfassend méchte ich also nochmals betonen: 

1. Die von Borchardt angenommenen Fehler sind von mir nich! 
begangen worden. 

2. Die Borchardtsche Liivuloseprobe habe ich mit der Mehrzali! 
der diabetischen Harne positiv ausfallen sehen. 

3. Die Borchardtsche Livuloseprobe habe ich mehrfach auch mit 
normalen Harnen, denen kein Zucker zugesetzt war, positiv ausfallen sehen. 

4, Aus diesen Resultaten ziehe ich den Schluf, dafi die Borchardl- 
sche Liivuloseprobe unbrauchbar ist. 

5. Die Frage der diabetischen Livulosurie ist noch nicht gel0s! 








Quantitative Bestimmung der Glukuronsdure im Urin mit der 
Furfurol-Salzsauredestillationsmethode. 
Von 
Dr. C. Tollens, Oberarzt der Anstalt. 


Mit einer Tafel. 





(Aus der stadtischen Krankenanstalt in Kiel, Prof. Dr. Hoppe-Seyler.) 
(Der Redaktion zugegangen am 24. Juni 1909.) 








Die bisherigen Methoden zur quantitativen Bestimmung 
der gepaarten Glukuronsaéuren des Urins versuchen fast alle, 
die Glukuronséuren durch Bleifallung auszufillen, so mdglichst 
zu isolieren und dann durch Spaltung des Bleiniederschlages 
die freie Glukuronsaéure von konstantem optischen Drehungs- 
vermogen zu erlangen. Aber bei der grofen Labilitaét der 
Glukuronsauren sind diese Methoden durchaus nicht zuverlissig 
und haben keine allgemeine Anwendung zur quantitativen 
Glukuronsdurebestimmung finden kénnen. Uberhaupt ist es von 
vornherein eine recht mibliche Sache, im Urin mit seinen ver- 
schiedensten, optisch aktiven Stoffen eine in verhiltnismafig 
kleiner Menge vorhandene Substanz, wie die Glukuronsdaure, 
polarimetrisch zu bestimmen. Man kommt immer nur zu 
Schatzungswerten, zu Wahrscheinlichkeitsbestimmungen. Auch 
mit der Isolierung der Glukuronsaure als p.-Bromphenylhydrazin- 
verbindung, die an sich sehr gut zur qualitativen Bestimmung 
der im Urin vorhandenen gepaarten Glukuronsdure dienen kann, 
kommt man nicht zu einer annehmbaren quantitativen Be- 
stimmung der Gesamtglukuronsaure, vielmehr ist man immer 
wieder auf Schatzung, auf Berechnung von Minimalwerten 
angewiesen. 

Ein genaues, auch fiir das klinische Laboratorium passendes 
Verfahren der quantitativen Glukuronsdurebestimmung im Urin 
7 


Hoppe Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, LXI. 
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gab es also nicht. Es lag aber der Gedanke nahe, zur quan- 
titativen Bestimmung der gepaarten Glukuronsiduren 
des Urins die Methode von B. Tollens und seinen Schiilern:) 
anzuwenden, welche, urspriinglich zur Bestimmung der Pentosane 
und Pentosen in pflanzlichen und tierischen Stoffen ausge- 
arbeitet, auch fiir Glukuronséure empfohlen worden ist. 

Das Prinzip der mit genauen Vorschriften versehenen 
Methode ist, die Glukuronséure zur quantitativen Bestimmung 
zuniichst durch Destillation mit Salzsiiure in Furfurol und 
Kohlensaure zu zerspalten: C,H,O, = C,H,O, + CO, + H,0, 
Glukuronsiurelacton = Furfurol + CO, + H,O; diese Spaltung 
haben de Chalmot,?) Mann’) und B. Tollens zuerst aus- 
gefiihrt. Das abdestillierte Furfurol wird dann mit Phloroglucin 
(friiher wurde Phenylhydrazin angewandt) aus der Salzsiiure 
enthaltenden Lésung ausgefallt. Der Niederschlag, das Furfurol- 
phloroglucid, wird nach dem Abfiltrieren und Trocknen ge- 
wogen. Das Gewicht des Furfurolphloroglucids ist, wie Lefévre 
und Tollens*) neuerdings fanden, genau 1/3 der vorhanden 
gewesenen Glukuronsdaure. 

Weiter ist von Lefévre und Tollens‘) durch zahlreiche 
Versuche an gepaarten Glukuronsauren und sonstigen Derivaten 
der Glukuronsiure nachgewiesen, dafi die Furfurolbildung aus 
ihnen genau analog der aus freier Glukuronsdure verlauft, dal 
also die erhaltene Menge von Furfurolphloroglucid der in den 
gepaarten Glukuronséiuren vorhandenen Menge an Glukuron- 
saure entspricht. 

Bereits von Tollens und de Chalmot®) ist nachgewiesen, 
daB der normale Urin bei der Salzsauredestillation Spuren von 


') Siehe besonders die Abhandlung von Dr. E. Kréber, Journal 
fiir Landwirtsch., Jg. 1900, S. 355 u. ff. — Siehe auch diese Zeitschrift, 
Bd. XLIV, S. 388 (1905). 

2) de Chalmot u. Tollens, Ber. d. Deutsch. chem. Ges., Jg. XXV, 
S. 2569 (1892). 

®) Mann u. Tollens, Ann. Chem., Bd. CCXC, 8. 157 (1896). 

‘) Lefevre und Tollens, Ber. d. Deutsch. chem. Ges., Jg. XL, 
S. 4513 (1907). 

5) de Chalmot und Tollens, Ber. d. Deutsch. chem. Ges., Jg. XXV, 
S. 2571 (1892). 
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Furfurol liefert. De Chalmot und Tollens operierten mit 
200 ccm normalen Menschenharns, den sie abdampften und mit 
Salzsiure destillierten, wobei sie Furfurolreaktion erhielten; 
das damals zur Furfurolfallung angewandte Phenylhydrazin gab 
jedoch keinen Niederschlag. Tollens und de Chalmot 
schlieBen nun: «200 ccm dieses Harns enthalten folglich, wenn 
iiberhaupt, weniger als 0,04—0,05 g Glukuronsiiure (oder auch 
Pentosen). Weitere Versuche mit verschiedenen, auch patho- 
logischen Harnen miissen erfolgen.» Tollens und de Chalmot 
fanden also eine recht geringe Menge gepaarter Glukuronsaure 
oder doch furfurolgebender Substanzen im Urin. 

Bei meinen Versuchen mit der B. Tollensschen Methode 
fand ich nun zuerst bei Anwendung reinen Glukuronsiure- 
lactons ganz ahnliche Resultate wie Lefévre und Tollens, 
indem die erhaltenen Mengen Phloroglucids recht genau '/s des 
angewandten Glukuronsiurelactons betrugen. Ebenso erhielt 
ich bei der Salzsauredestillation des menschlichen Urins nach 
dieser Methode regelmabig Furfurolreaktion und eine zwar 
geringe, aber in ihrer Menge ziemlich konstante Quantitit 
Phioroglucid. 100 ccm Urin ergaben héchstens 0,008 g Phloro- 
glucid bei verschiedenen gesunden Personen, die dann also 
hichstens 0,024 g Glukuronséure in 100 ccm gehabt hatten. 

Diese geringe Menge entsprach aber erstens nicht dem 
Ausfall der Naphthoresorcin-Salzsaéurereaktion auf Glukuron- 
siure,1) deren Ausgestaltung zu einer leidlich genauen, kolori- 
metrischen, quantitativen Bestimmungsmethode der Glukuron- 
siure des Urins mir mittlerweile gelungen war (s. u.). Zweitens 
bekam ich nach Zusatz einer abgewogenen Menge reinen 
Glukuronséurelactons zum Urin nur etwa 30°/o der nach 
Lefevre und Tollens zu erwartenden Phloroglucidmenge; 
d. h. nicht 1/3 des zugesetzten Glukuronséurelactons, sondern 
nur !/y oder 1/10, und auch das recht inkonstant. 

Es schien mir also im Urin eine Substanz zu sein, deren 
Gegenwart stérend auf den Verlauf der Spaltung wirkte, oder 





') C. Tollens, Diese Zeitschrift, Bd. LVI, H. 1 (1908); siehe auch 
B. Tollens, Zeitschr. d. Ver. d. D. Zuckerindustrie, Bd. LVIII, S. 629; 
Ber. d. D. chem. Ges., Bd. XLI, S. 1788 (1908). 


7* 








98 C. Tollens, 


welche vermutlich eine schnelle Verharzung des Furfurols 
gleich am Orte der Entstehung bewirkte, soda nicht die gleiche 
Menge Furfurol ins Destillat iberging, wie sonst bei Benutzung 
dieser Methode unter Beobachtung der konventionellen Vor- 
schriften. 

Die von Schiff!) angegebene Reaktion auf Harnstoff 
— Rotfairbung einer Harnstofflésung beim Versetzen mit Fur- 
furolwasser und Salzséure — lief mich im Harnstoff den 
stdrenden Korper vermuten. Folgender mir von B. Tollens 
mitgeteilter Glukuronsaure-Salzsiuredestillationsversuch — be- 


stirkte mich in dieser Annahme: 


A. B. 
Glukuronsdure allein. Glukuronsdure + Harnstoff. 
0.3212 g Glukuronsdurelacton 0,3 g Glukuronsdurelacton -+- 

gaben mit Salzsaéure destilliert: 2,5 g Harnstoff gaben mit Salz- 
0,1107 g Furfurolphloroglucid sdure destilliert : 
= 3 & 1107 = 0,3321 = 103,4%. 0,0334 g Furfurolphloroglucid 


= 3 X 0,0334 = 0,1002 = 33,4°)o, 


Ich versuchte nun, um weiterzukommen, die Glukuron- 
siure mOglichst von den sonstigen im Urin enthaltenen Stoffen 
zu trennen und auf ein kleines Volumen zu _ konzentrieren, 
indem ich sie durch Bleiessig fallte, den Niederschlag abfiltrierte 
und auswusch. Dies konnte geschehen, weil die Glukuron- 
siure, sei sie gepaart, sei sie frei vorhanden, vom Bleiessig 
mit etwas Ammoniak zusammen mit grofer Vollstandigkeit 
aus ihren Loésungen ausgefallt wird. 


Der Erfolg war ein guter. 
Nicht nur fand ich die Menge des Furfurolphloroglucids 


im normalen Urine bedeutend, um das 2—3fache, erhdht 
gegeniiber meinen friiheren Versuchen, sondern vor allem bekam 
ich auch beim Zusatz freien Glukuronsdurelactons eine Furfurol- 
phloroglucidmenge, die wiederum auf Glukuronséurelacton um- 
gerechnet 94—98°/o des zugesetzten entsprach. 

Dieser letzte Befund von fast 98°/o geniigt aber den 
Anforderungen, welche man an eine solche Methode zu stellen 


gewohnt ist. 





') Schiff, Ber. d, Deutsch. chem. Ges., Bd. X, S. 773 (1877). 
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Zunichst ware nun die Frage nach der Herkunft des 
Furfurols sowohl im Salzsaure-Destillat des normalen, als auch 
des pathologischen Urins zu beantworten. 

Entstammt es den gepaarten Glukuronsiéuren des Urins, 
und gibt es auBerdem noch andere Quellen dafiir? 

Die normalen Urine, mit denen ich bisher arbeitete, waren 
nach klinischen Untersuchungsmethoden frei von Eiweif und 
Zucker. Sie reduzierten also nicht Trommersche und Ny- 
landersche Lésung. Ferner gaben sie nicht deutlich die Orcin- 
Eisenchloridreaktion auf Pentosen, die allerdings auch von ge- 
paarten Glukuronsauren gegeben wird. In der Nahrung bekamen 
die Personen, denen der untersuchte Urin entstammte, keine 
Pentosen (Friichte, Riiben und dergl.), um auch eine etwaige 
artifizielle Pentosurie zu vermeiden. Die Naphthoresorcinsalz- 
siurereaktion auf Glukuronsdure fiel schwach positiv aus, aber 
die Farbe der Atherschicht war stark beeinfluft durch Eigen- 
farbstoffe des Urins und der Absorptionsstreifen im Spektral- 
apparat etwas verwaschen. 

Die Spuren von Eiweifstoffen im Urin, die der Unter- 
suchung vielleicht entgangen sein kénnten, kommen als Fur- 
furolquellen nicht in Betracht, da EKiweif tiberhaupt nur Spuren 
Furfurol liefert.!) Zuckerarten, wie Dextrose, liefern ebenfalls 
nur geringe Furfurolmengen, héchstens 1°/o.2) Die Spuren 
physiologischen Harnzuckers sind also auch nicht in Rechnung 
zu ziehen, sind ja auferdem nicht mit im Bleiniederschlage 
enthalten. Pentosen kommen nach obigem wohl auch kaum 
in Betracht. 

Ob noch andere Stoffe, die, wie Neuberg und Mandel?) 
angegeben haben, mit Naphthoresorcin und Salzséure Reaktionen 
éhniich wie Glukuronséure, aber doch nach meinen Unter- 
suchungen*) wohl davon unterscheidbar, geben, als Furfurol- 


‘) Giinther, de Chalmot und Tollens, Ber. d. Deutsch. chem. 
Ges., Bd. XXV, S. 257 (1892). 

*) Siehe u.a. Tollens, Annal.d. Chem., Bd. CCLXXXVI, S.301 (1895). 

*) Mandel und Neuberg, Biochem. Zeitschr., Bd. XIII, S.1 u. 2. 

*) C. Tollens, Miinch. med. Wochenschr., 1909, S. 13. 
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lieferanten in Betracht kommen, ist einstweilen nicht mit Be- 
stimmtheit anzugeben. 

Allem Anschein nach ist die Bildung von Furfurol bei 
der Salzséuredestillation von Bleiessigniederschligen aus dem 
Harn gesunder Personen nach obigem vorzugsweise, wenn nicht 
ausschlieBlich auf die gepaarten Glukuronsduren zu beziehen. Wi] 
man ganz vorsichtig sein, so mag man fir die furfurolgebenden 
Substanzen des Harnes den Sammelnamen Furoide einfiihren, 
wie dies von Cross und Bevan!) fir die furfurolgebenden 
Substanzen des Pflanzenreiches geschehen ist, und deren Menge 
dann durch die erhaitene Menge Furfurolphloroglucids fest- 
legen. N6tig erscheint dies aber fiir den Urin nicht, ebenso 
wie die Einfiihrung des Begriffes der Furoide fiir die Fufurol- 
liefernden Substanzen der Pflanzen — deren Hauptvertreter 
bei weitem die Pentosane bilden — nach der Ansicht vieler 
Chemiker durchaus nicht erforderlich war. Meiner Uberzeugung 
nach geht man nicht fehl, wenn man als Hauptquelle des 
Furfurols im Bleiniederschlag des Urins die Glukuronsiure ansieht. 

Vollkommen eindeutig erscheinen mir die Verhiltnisse 
bei der Feststellung der kiinstlichen Vermehrung der Ausscheidung 
gepaarter Glukuronséiuren im menschlichen Urin durch ent- 
sprechende Medikamente. 

Ich stellte hier zunaéchst den, wie unten gezeigt werden 
wird, recht konstanten Tageswert des Furfurolphloroglucids 
im Urin eines gesunden Menschen fest als Durchschnittswert 
mehrerer Tage. Dann bekam derselbe bei sonst beziiglich 
Nahrung, Korperbewegung und sonstigen Bedingungen vollig 
gleichen Verhaltnissen ein glukuronsaurebildendes Medikament 
(Terpinhydrat z. B. C,,H,,0 .) Es fand sich jetzt eine mebbare 
Vermehrung der friiher gefundenen Phloroglucidmenge. Die 
Differenz zwischen dem jetzigen erhéhten Werte und dem friiher 
festgestellten Normalwerte habe ich unbedenklich auf Glukuron- 
siure beziehen zu diirfen geglaubt. 

Zum Beispiel: 
Mittlerer, normaler Phloroglucidwert im Urin 0,2 g. 


!) Cross und Bevan, Chemical News, Bd. LXXIII, S. 228; Bd. LXXIV, 


S. 177. 
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Nach 5tagiger taglicher Darreichung von 4 g Terpinhy- 
drat: mittlerer Tageswert 0,4 g. 

Die Differenz von 0,2 g wiirde einer Mehrausscheidung 
von taglich 0,6 g Glukuronséure entsprechen. 

Bekraftigt wird diese Annahme noch durch die dazu gut 
stimmenden Ergebnisse der kolorimetrischen Schatzung der 
Glukuronsféuremengen des Urins, welche die Naphthoresorcin- 
salzsdurereaktion erlaubt, sobald der Urin ziemlich viel gepaarte 
Glukuronséuren enthilt. Des genaueren werde ich unten auf 
diese kolorimetrische Methode zuriickkommen. 


Methode der quantitativen Bestimmung der gepaarten Glukuronsaure 
des Urins mittels Bleiessigammoniakfallung und Furfuroldestillation. 


Notige Apparate und Reagenzien. 

1. Eine ziemlich groBe Nutsche mit Saugflasche und 
gehirtetem Filtrierpapier. 

2. Ein Destillierapparat, der sich in seiner Form 
unmittelbar an den von B. Tollens angegebenen anschliebt 
(cf. Fig.): 

a) 1 Literkolben aus Jenaer Glas. Es empfiehlt sich 
nicht, kleinere Kolben zu benutzen wegen der Gefahr des Uber- 
schaumens. 

b) Metallbad mit Roseschem Metall. 

c) Hahntrichter, der zweckmaéfig 75 ccm faft und bei 
30 und 60 ccm mit Marke versehen ist. 

d) Schaumfanger. 

e) Schlangenkiihler (der kleinen Dimensionen wegen von 
mir als solcher gewahlt). 

f) Graduierter, 100 ccm fassender Zylinder. 

g) Gefi& zum Auffangen des Destillates mit Marke bei 
400 und 500 cem. 

3. Porzellangoochtiegel mit Wigeglaschen und passender 
Saugflasche. 

4. Bleiessig. 

o. Ammoniak. 

6. Salzsiiure vom sp. Gew. 1060. 
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7. Phloroglucinum purrissim. (Merck). 

8. Als Reagens auf Furfurol eine frische Lésung von 
gleichen Teilen Wasser und Anilin, der solange koncentr. Essig- 
siure zugetropft ist, bis die (plétzlich eintretende) Klérung 
erfolgt ist. 

9. Lang- und feinfaseriger Asbest. 

Zur Herrichtung des Filters im Goochtiegel wird der Asbest 
zunichst in 2—3 mm lange Stiickchen zerschnitten und dann 
in verdiinnter Salzsiure ausgekocht. Hierauf wird solange mit 
destilliertem Wasser gespiilt, bis die saure Reaktion verschwunden 
ist. Der so behandelte Asbest wird in nicht zu diinner Schicht 
in den Goochtiegel getan und zusammen mit dem Tiegel aus- 
gegliiht. 

250 cem Urin werden mit 150 ccm Bleiessig und 5 ccm 
Ammoniak versetzt. Mehrstiindiges Absitzenlassen. Mit Hilfe 
der mit doppeltem gehirteten Filter versehenen Nutsche wird 
zunachst die klare, iiberstehende Fliissigkeit entfernt; dann 
wird der Niederschlag aufs Filter gebracht und mit der Saug- 
pumpe allmahlich stirker abgesogen. Von Wichtigkeit ist es, 
nunmehr den Niederschlag griindlich mit destilliertem Wasser 
auszuwaschen. Ich benutze dazu regelmabig 750 ccm Wasser. 
Man saugt das jedesmal aufgegossene Quantum Wasser, mit 
dem man vorher noch das Becherglas, welches den Nieder- 
schlag enthielt, ausspiilte, soweit ab, bis der Niederschlag 
anfaingt, Risse zu bekommen, nicht weiter. Saugt man namlich 
noch weiter, so bilden sich tiefe, lange Risse im Niederschlage, 
durch die die nachsten Portionen Waschwasser schnell und 
haufig leicht getriibt abfliefen, ohne ihren Spiilzweck erfiillt 
zu haben. Nur das letzte Waschwasser saugt man griindlich 
ab. Hierauf la8t man an einem warmen Orte, z. B. in der 
Nahe der Heizung, den Niederschlag solange trocknen, bis er 
rissig geworden und vom Rande losgesprungen ist. Er 1abt 
sich nun leicht mitsamt dem obersten der beiden Filtrierpapiere 
abheben, zusammenrollen und in den 1 Literkolben des Destilla- 
tionsapparates befordern. Das zweite Papier benutzt man 
zum sauberen Auswischen der Nutsche, um es dann ebenfalls 
in den Kolben zu werfen. 
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In den Kolben gieft man nun 100 ccm Salzsiure vom 
spezifischen Gewicht 1060 und beginnt energisch zu destillieren. 
Jedesmal, wenn 30 ccm in die Vorlage tibergegangen sind, 
ligt man von neuem 30 cem Salzséure von 1060 durch den 
Hahntrichter zulaufen. Man destilliert méglichst schnell und 
solange, bis die Furfurolprobe nicht mehr positiv ausfallt. 

Die Furfurolprobe wird so angestellt, daf man einen 
Tropfen des aus dem Kiihler flieBenden Destillates auf einen 
Streifen Filtrierpapier fallen l48t. Daneben bringt man einen 
Tropfen des Reagens (8), soda die Rander der Tropfen in- 
einander tiberflieBen. Beim Vorhandensein von Furfurol bildet 
sich hier ein roter Teilring. 

Man muB im allgemeinen 400—500 ccm tibergehen lassen, 
bis die Reaktion negativ wird. Mit meinem Destillationsapparat 
gebrauche ich 50—60 Minuten dazu. Die Destillation verliuft, von 
anfiinglichem, durch Regulieren der Flamme leicht zu beherr- 
schendem Schiumen abgesehen, schnell und sicher. 

Nach Beendigung der Destillation bereitet man sich eine 
Lisung von Phloroglucinum purissimum in erwirmter Salz- 
siiurelosung von 1060. Man nimmt etwa doppelt soviel Phloro- 
glucin, als man Furfurolphloroglucid erwartet. Mit 0,25 g wird 
man wohl immer auskommen. 

Die Phloroglucinlésung fiigt man unter kraftigem Um- 
schiitteln dem Destillat zu und fiillt, falls noch weniger als 
400 cem vorhanden, genau auf 400 resp. 500 auf. Zuerst tritt 
Braunfarbung, dann dichte schwarzliche Triibung auf. 

Nach mindestens 16stiindigem Stehen geht man zur Fest- 
stellung der Furfurolphloroglucidmenge iiber.!) Man filtriert und 
wascht aus im mit Asbest beschickten Goochtiegel. Der Porzellan- 
tiegel mit der nicht zu diinnen Asbestschicht wird vorher sehr 
grindlich im Gasmuffelofen ausgegliht, baldméglichst in das im 
Trockenschranke bei 98° getrocknete Wageglaschen gestellt und 
mit diesem zusammen nach dem vdlligen Abkiihlen gewogen. 
Ein einmal mit Asbest beschickter Tiegel reicht fiir 5—6 Be- 





') Ich habe mich hierbei genau an das von E. Kréber (Journal 
'. Landwirtsch., Jg. 1900, S. 355 u. ff.) sorgfaltigst ausgearbeitete Ver- 
fahren gehalten. 
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stimmungen aus; dann muf das Asbestfilter erneuert werden, 
weil es etwas verfilzt und dann leicht ein triibes Filtrat liefert. 

Das Filtrieren und Auswaschen geschieht mit Hilfe einer 
schwachwirkenden Saugpumpe und dauert etwa 10—15 Minuten. 
Zum Auswaschen muB stets dieselbe Menge destilliertes Wasser 
genommen werden — genau 150 ccm —. Man lat beim Ab- 
saugen des Waschwassers aus dem Tiegel nur soviel abfliefen, 
dafi der Niederschlag eine gut feuchte Oberflaiche behalt: dann 
fiigt man neues Waschwasser hinzu und verfahrt ebenso. Man 
vermeidet es auf diese Weise, dafi sich im zu trockenen Nieder- 
schlage Risse bilden, durch welche das Waschwasser triibe 
abliiuft, kleine Teilchen des Niederschlages mechanisch mit 
sich reifend. 

Dieses Auswaschen hat sehr sorgfaltig zu geschehen, da 
aus dem Niederschlage alle Salzsiure entfernt werden mub, 
weil Reste von ihr beim Trocknen einen sehr merklichen Ein- 
flu8 auf das Gewicht ausiiben. 

Der Goochtiegel kommt nach dem Auswaschen sofort in 
das bereits im auf konstante Temperatur von 98—100° ge- 
brachten Warmeschrank stehende Wageglas und bleibt dort 
genau 4 Stunden. Nach Ablauf von 4 Stunden wird das Wiige- 
glischen mit dem Deckel geschlossen, sofort in den Exsikkator 
gestellt und mitsamt Tiegel nach dem Abkiihlen gewogen. 
Notig ist dies sorgsame Arbeiten mit dem Wageglaschen, weil 
das Furfurolphloroglucid stark hygroskopisch ist und frei an 
der Luft stehend sofort Wasser aufnimmt. 

Durch Multiplikation des gefundenen Furfurolphloroglucid- 
gewichtes mit 3 erhalt man das Gewicht des entsprechenden 
Glukuronsiurelactons. 

Die Gewichtszahl bedarf noch einer Korrektur, indem im 
Destillat +- Waschwasser eine gewisse, genau berechnete Menge 
Phloroglucids gelést bleibt. Es lésen sich in 550 ccm De- 
stillat +- Waschwasser gerade 0,0051—0,0052 g Phloroglucid. 
In 650 ecem 0,0060—0,0061 g. Diese Menge ware also obigem 
Resultate noch hinzuzuaddieren je nach der Menge des Destillates. 

Ergebnisse. 


I. Tagesmengen Furfurolphloroglucids in normalen Urinen. 








Mee 
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IJ. Versuche, zugesetzte Mengen Glukuronsiiurelactons 


wiederzufinden. 
Il]. Untersuchungen iiber die Mehrausscheidung von Gluku- 
ronsdure nach Eingabe von Natron salicylicum und von Terpin- 
j hydrat. 
, i 
) Tagesmengen Furfurolphloroglucids in 
normalen Urinen. 
Urin E. 


nF 


























| 
. —_— Phloroglucid- Phloroglucid-| Glukuron- 
: tag | Menge | "°°* | menge | menge | “ure ecin 
° | Spez.Gew. ment | in 250 ccm | im ganzen | ~ Falle) 
| g g | g 
— | | 
| 19.4, | 1500 | 9 0,0227 0.1362 |  0,4086 
1014 | 
2000 : 
0/4.) ee 0 0,0226 08 0,5424 
: 13 0 0,18 5 
| = 
a1j4, | —2500_ 0 0,0284 0,1704 0,5112 
: 1013 
. 2000 ; aa 
6/4,| oe 0 3: 6 0,556 
6./4 1010 0,0232 0,1856 5568 
97,/4, | _1600_ 0 0,0293 0,1758 0,5274 
1012 | 
Im Mittel. . . 0,1698 0,5094 
Urin Z. 





7 —————————————————— Ee eee 

















| Phloroglucid- Phloroglucid- pier nse 
Tar | __Menge Medika- menge menge | pogo 
| ° | Spez.Gew. | ment | in 250 ccm | im ganzen __ Fale) 
| 
| g g | g 
1/5, | _2000_ 0 0,0257 0,2056 | 0,6168 
1012 | 
2/5, | _4500_ 0 0,0334 0.2004 | 0.6012 
1013 | 
35, | _1000° 0 0,0448 0.1792 |  0,5376 
1016 | 
5, | 4250 0 0,0362 01810 | 0,5430 
| “1014 | 
| Im Mittel. . . 01916 | 0.5749 
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Auffallend ist in beiden Versuchsreihen die doch ziemlich 
konstante Menge der taglichen Furfurolphloroglucide resp. Glu- 
kuronsdiuremengen des Urins. 

II. 

Versuche, zugesetztes Glukuronsdaurelacton 

zu bestimmen. 


Ich stellte zunachst die Phloroglucidmenge fiir 250 ccm 
eines durch Chloroformzusatz konservierten Urines fest. Zu 
anderen 250 ccm dieses selben Urines fiigte ich dann die ab- 
gewogene Menge des Glukuronsiaurelactons hinzu. Die Differenz 
zwischen dem jetzt gefundenen Phloroglucidwerte und dem 
ersten des reinen Urins gibt den Wert des aus dem zugesetzten 
Glukuronsdurelacton stammenden Furfurolphloroglucids an. 

1. 250 ecem Urin Z. vom 13.—15. Mai liefern als Mittel 
von 5 Bestimmungen 0,0490 g Furfurolphloroglucid. 

2. a) 250 ccm Urin Z. + 0,1090 g Glukuronsdure- 
lacton (entsprechend 0,0363 Furfurolphloroglucid) : 

Gefunden: Phloroglucid 





Der Glukuronséure entsprechen . 0,0342 g 
0,0342 entsprechen Glukuronséure 0,1026 » 
d. h. vom zugesetzten . ... . 94,11°/o. 
b) 250 ecm Urin Z. + 0,2086 g Glukuronsdure- 
lacton (entsprechend 0,0695 Furfurolphloroglucid). 
Gefunden: Phloroglucid. . .. . 0,1178 g 
—- 0,0490 » 
Der Glukuronsaure entsprechen . 0,0688 g 
0,0688 entsprechen Glukuronsdure 0,2064 » 
d. h. vom zugesetzten 99 %/o. 
c) 250 ccm Urin Z. + 0,2628 g Glukuronsaure- 
lacton (entsprechend 0,0876 Furfurolphloroglucid). 
Gefunden: Phloroglucid 








Der Glukuronsaure entsprechen . 0,0862 g 
0,0862 entsprechen Glukuronséure 0,2586 » 
d. h. vom zugesetzten . ... . 98,4%o. 
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Ich habe noch eine Reihe weiterer Bestimmungen ausge- 
fiihrt, die dasselbe ergaben. 100°/o des zugesetzten Lactons 
findet man, scheint es nicht, sondern annaéhernd 98—99 °/o bei 
ganz genauem Arbeiten. 


Ill. 
Versuche zur Bestimmung der Mehrausscheidung 
gepaarter Glukuronsduren nach Kingabe von Natron 
salicylicum und Terpinhydrat (C,,H,,0,). 


Ich habe diese Versuche bei Z. und E. angestellt, nach- 
dem ich mehrere Tage hindurch die oben angegebenen Phloro- 
glucidwerte bestimmt hatte. 


1. Urin E. 
Mittlerer Tageswert des Furfurolphloroglucids: 0,1698 g 


























Phloro- | Phloro- | Mehrausscheidung 
glucid- | glucid- . 
Tag __-onge_ Medikament | menge menge 1. an Phloroglucid 
| Spez. Gew. in 250 cemlim ganzen| 2- an Glukuronsaure 
| fc a = 
99/4, 1500  igeNa.salicyl.| 0,0432 | 0,2592 1, _0,0908 
1014 2. 0,2709 
93,4, 2000 |g yNa.salicyl.| 0,0400 | 0,3200 1, _0,1611 
1012 2. 0,4533 
24,4,| 1000 igoNa.salicyl.| 0,1138 | 0,4552 1. _0,2863 
1021 2. 0,8589 
95,/4,| 1250 0 0,0650 | 0,3250 1. 0,1561 
1017 2. 0,4683 
96,/4,) _2000_ 0 0,0232 | 0,1856 ia 
1010 























Am 26. April hatte der Phloroglucidwert annéhernd wieder 
den normalen Stand erreicht, und es konnte die Beendigung 
der Glukuronsdéuremehrausscheidung angenommen werden. 

Die Gesamtmehrausscheidung gepaarter Gluku- 
ronsduren wahrend der Salicylperiode, in der 9g Na. 
salicylic. verabreicht wurden, betrug 2,0514 g! 

Anscheinend steigt die taiglich ausgeschiedene Menge der 
gepaarten Glukuronséuren bei langerer Dauer des Salicylge- 
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brauches noch bedeutend an. Nicht nur zeigt die Tabelle K 
eine tagliche Steigerung der Ausfuhr, sondern auch einige 
Proben, die ich mit dem Urine von Patienten anstellte, die 
bereits 2—3 Wochen Natr. salicylicum bekommen hatten, und 
die recht betréachtliche Mengen Furfurolphloroglucids im Urip 
aufwiesen. 

So fand ich im Urin des Patienten K., der seit 2 Wochen 
Natr. salicylicum, taglich 3 g, bekam, als Tagesmenge 0,6212 » 
Furfurolphloroglucids. Nehme ich fiir den Urin K. ohne Salicy|- 
gebrauch als mittlere Tagesmenge Furfurolphloroglucids etwa 
0,2 g an, nach Analogie von Z. und E., so bleibt eine Mehr- 
ausscheidung von mindestens 0,4 g tibrig. Das entspriiche einer 
Mehrausscheidung von 1,2 ¢ Glukuronsaéure im Urin! Es wiire 
dies eine erstaunlich hohe Zahl. 


2. Urin Z. 
Mittlerer Tageswert des Furfurolphloroglucides: 0,1913. 




















| Phloro- | Phloro- | Mehrausscheidung 
| a glucid- | glucid- ne 
Tag | ee _Medikament | menge | menge 1. an P hloroglucid_ 
| Spez.Gew. | in 250 cem|im ganzen| 2. an Glukuronsiure 
| | g g g 
aa 12250 | 4g | 1. 0.1297 
eh ca 0,0642 3210 > 
wins 1014 heat thes danas ~— — 2. 0,3801 
| aig sai 
sie 1250 | 4g , . 1. 0.1537 
6./6.. ee | 0,0690 | 0,3450 a 
a‘ "| “4017 Terp. hydrat.) - 2. 0,4611 
| 2000 | 4g 1. 0,2583 
mt. cee 8 0,0437 | 0,3496 ps reat 
716, 1011 ineasteaeiel . 2. 0,7749 
go, 0 |. 4% 0,0712 | 0,5696 lh 
| 1010 | Terp. hydrat. 2. 1,1349 
| j 
gj6.| 1750) 48 | 0.0558 | 0,3906 1. 0,1993 
1011 | Terp. hydrat. | 2. 0,597! 
10/6; 1800 _| 0 0,0710 | 0,3550 1. _0,1637 
| 1013 | 2. 0,4911 
} ° A: 
11/6.) __2000_| 0 0,0407 | 0.3256 1. 01343 
| 1011 2. 0,4029 
13.— Im 1000 | 
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Dasselbe fand ich auch bei meinem weiteren Patienten H., 
der etwa 3 Wochen lang unter taglich 4 g Natr. salicyl. stand, 
als ich die Bestimmung machte. H. schied am ersten Versuchs- 
tage 2g, am zweiten 1,5 g! Glukuronsiure aus. Also eine 
tigliche Mehrausscheidung von 1—1,5 g Glukuronsiure. 

Ich modchte mich einstweilen auf diese Zahlen nicht fest- 
leven, glaube aber, sie durch spatere Untersungen bestitigen 









zu konnen. 
Eine weitere kleine Serie von Untersuchungen stellte ich 
an dem schon oben angefiihrten Z. an, der taglich 4 g Terpin- 
hydrat bekam. (Siehe Tabelle 5. 108.) 
Die Gesamtmehrausscheidung gepaarter Gluku- 
ronsiuren wéhrend der Darreichung von 20 g Terpin- 
hydrat betrug 4,2429 g! 










Kolorimetrische, quantitative Bestimmung der Glukuronsiure im 
Urine vermittelst der Naphthoresorcin-Salzsaurereaktion. ‘) 









Wie bereits oben erwahnt, gelingt es mit Hilfe der Naphtho- 
resorcin-Salzsaurereaktion auf Glukuronsiiure nach B. Tollens 
ziemlich genau, den Gehalt des Urines an Glukuronsiure fest- 
zustellen, vorausgesetzt, daf der Urin ziemlich reich an ge- 
paarten Glukuronsiuren ist. 

Stellt man naémlich mit demselben Urin mehreremale die 
Probe immer auf genau die gleiche Weise mit genau gleichen 
Mengen der Reagenzien und genau gleichen Fliissigkeitsquanten 
Urin, respektiv Urinverdiinnungen an, so erhialt man auch von 
diesem Urin genau gleich stark gefirbte Atherschichten, d. h. 

: die Fiirbung der Atherschicht ist genau proportional der Menge 

4 derim Urin vorhandenen Glukuronsiure. Bei der vergleichenden 

q Beurteilung der Farbe der Atherschichten verschiedener Urine 

war mir nun zuerst die stark wechselnde EKigenfarbe des Urins, 

i die beim Kochen mit Salzsaéure sehr intensiv wird, sehr stérend. 

[ch hielt deshalb eine kolorimetrische Mengenbestimmung der 


















‘) C. Tollens, Diese Zeitschrift, Bd. LVI, H. 1 (1908). — Miinchener 
med. Wochenschr., 1909, Nr. 13, S. 652. — B. Tollens, Zeitschr. d. Ver. d. D. 
3 éuckerindustrie, Bd. LVIII, S. 629. — B. Tollens, Ber. d. Deutsch. chem. 
5 fes., Bd. XLI, S. 1788 (1908). 
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Glukuronsdure im Urin von ziemlicher Genauigkeit zuerst nicht 
fiir angangig, sondern glaubte, nach dem Ausfall der Naphtho- 
resorcin-Salzsdéurereaktion nur sagen zu k6nnen, ob ein mehr 
oder weniger starker Gehalt des Urins an Glukuronsaure vorlige.1 ) 

Enthalt nun aber der Urin reichlich gepaarte Glukuron- 
sduren, so fallt die Reaktion auch noch deutlich aus, wenn 
man den Urin stark mit Wasser verdiinnt, und 5 ccm dep 
Verdiinnung zur Reaktion nimmt. Die Eigenfarbe des wenigen 
Urins der Verdiinnung ist dann nur noch sehr gering, und 
nicht mehr storend. 

Wie man sich an einer reinen Glukuronsaureldsung iiber- 
zeugen kann, ist in einem Reagenzglase von 13 mm lichter 
Weite die untere Grenze der Sichtbarkeit der Reaktion sowohl 
beziiglich der Farbe der Atherschicht, als auch des Absorptions- 
streifens im Spezialapparat erreicht, wenn 5 ccm der zu unter- 
suchenden Fliissigkeit 0,s—1 mg Glukuronsaure enthalten. 

Danach verfahrt man zur kolorimetrischen Bestimmung der 
Glukuronsaéuremenge im Urin folgendermafen : 

Die erste orientierende Probe stellt man an mit: 

5 eem Urin, 

0,5 ecm der 1°/oigen alkoholischen Naphthoresorcinlésung, 

5 eem Salzsiiure vom spezifischen Gewicht 1190, 
in einem Reagenzglase von 13 mm lichter Weite. Man kocht 
genau 1 Minute und lat 4 Minuten absitzen. Griindlich ab- 
kiihlen unter flieSendem Wasser. Ausschiitteln mit 10 cem Ather. 
1 Minute stehen lassen, dann Hinzufiigen von 0,5 ccm Alkohol. 

Fallt die Reaktion mit 5 ccm Urin stark positiv aus, 
nimmt man zur nidchsten Reaktion: 

3 ecm Urin 

2 ccm Wasser, sonst dasselbe; 

dann: 2 cem Urin 

3 cem Wasser ; 
schlieBlich: 1 cem Urin 

4 cem Wasser und so fort, bis die Reaktion eben 
noch positiv ist. Die zuletzt verwandte Urinmenge ent- 
halt dann etwa 0,5—1 mg Glukuronsaure. 


s) Tollens, Miinch. med. Wochenschr., 1909, Nr. 13, S. 654. 
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Beispiel. 
Urin Koch. 
Naphthoresorcin- Gesamtglukuronsiuregehalt 
Tag Menge Salzsaurereaktion es he eee 
(a ._, nach d. Furfurol- 
Spez. Gew. eben noch + kolorimetrisch | deatiliation 
mit ccm Urin g 
g 
2 | 1—2 
13./4. 2000 1 (Mitel 1,5) 1,9 
or 1,25—2,5 ‘ 
14./4. 2500 1 (Mittel 1,88) 1,539 
Urin Z. 
ia ie 1250 0,625—1,250 | 
el Mi a 1 (Mittel 0,938)) 0,963 
1250 0,625—1,250 - 
6./6. 4017 1 (Mittel 0,938) 1,0350 
— 2000 1—2 
i “1011 . (Mittel 1,5) 1,488 
Ie 2000 1—2 : 
1750 0,85—1,70 
9/6.) a 1 (Mittel 1275) 14718 











Das sind Zahlen, welche, wenn sie auch die Genauigkeit 
der vermittelstder Furfuroldestillation gewonnenen durchaus nicht 
erreichen, doch diese kolorimetrische Bestimmung als geeignet 
erscheinen lassen zur schnellen Orientierung tiber den unge- 
fahren Glukuronséuregehalt eines Urines. 

Um dann die genaue Menge der Gesamtglukuronsdure- 
menge im Urin festzustellen, ist meiner Meinung nach die oben 
beschriebene Methode der Furfurolabspaltung aus dem Blei- 
niederschlag und die Wagung des Furfurolphloroglucids wohl 
geeignet. Sie erscheint leicht, genau und durchaus brauch- 
bar fiir das klinische Laboratorium, und man kommt mit dieser 
allgemein, fiir alle gepaarten Glukuronséuren verwendbaren 
Methode gewif weiter, als mit polarimetrischen Bestimmungen. 
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Untersuchungen diber Kolloide im Urin. 
I. Mitteilung. 
Uber Kolloide im normalen menschlichen Urin. 
Von 
Privatdozent Dr. Liehtwitz, Assistent, und 
Dr. Otto Rosenbach, Medizinalpraktikant. 
(Aus der medizinischen Universitatsklinik zu Gottingen.) 


(Der Redaktion zugegangen am 25. Juni 1909.) 








Im Anschluf an Untersuchungen tber die Bildung von 
Niederschliigen in der Galle,!) die ergeben hatten, daB dai 
Ausfallen der die Konkremente bildenden Stoffe durch Reaktionen 
zwischen entgegengesetzt geladenen Kolloidenbedingtist, erschien 
es bei der Weiterfiihrung dieser Untersuchungen auf die Nieder- 
schlagsbildung in den Harnwegen geboten, zuniichst die Kolloide 
des normalen Urins, ihre physikalische und chemische Be- 
schaffenheit anzugeben. 

Die Angaben hieriiber in der Literatur sind nicht eben 
zahlreich. Das Mucin des Harns ist nach C. A. H. Morner?) 
eine Verbindung von Eiweif mit eiweiffallenden Substanzen. 
Nucleinséure und Chondroitinschwefelséure. Neuere, im Insti- 
tute Hofmeisters®*) angefertigte Arbeiten tiber die adialysablen 
Stoffe des Urins haben ergeben, daf die Chondroitinschwefel- 
siiure nicht durch die Membran geht. Dieser hochmolekularen 
Siure steht das tierische Gummi Landwehrs‘) nahe, das 
nach den Angaben von Landwehr und Baisch®) kolloidale 
Beschaffenheit hat. Ein stickstoffhaltiges kolloidales komplexes 





') Deutsch. Archiv fiir klin. Med., Bd. XCII, S. 100, 1097. 

*) Skandinav. Arch. f. Physiol., B. VI, S. 332. 

5) Kumoji Sasaki, Hofmeisters Beitrage, Bd. IX, S. 386, 1907. 
M. Savaré, ibidem, Bd. IX, S, 401, Bd. XI, 8. 71. W. Ebbecke, Biochem. 
Zeitschrift, Bd. XII, S. 485, 1908. 

*) Zentralblatt f. d. med. Wissenschafteu 1885. 

°) Diese Zeitschrift, Bd. XVIII, XIX, XX. 
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Kohlehydrat findet Salkowski!) unter den alkoholunléslichen 
Stoffen des Urins. Auch dem Urochrom schreibt G. Klemperer?) 
kolloidalen Charakter zu. Seine Untersuchungen fiihrten zu 
dem Ergebnis, dafi der menschliche Urin die Fahigkeit, Harn- 
siure in Lésung zu halten, durch seine kolloidale Beschaffen- 
heit erlangt, und daB unter den kolloidalen Substanzen in erster 
Reihe das Urochrom in Betracht kommt. Ob sich das Urobilin 
in echter oder kolloidaler Lésung im Urin befindet, ist nicht 
untersucht. Die Oxyproteinséure geht nach Hofmeister durch 
die Membran. 

Angaben iiber die elektrische Ladung der Harnkolloide 
macht H. Iscovesco. ?) 

Mit der Gesamtmenge der Kolloide befassen sich die 
bereits erwéhnten Untersuchungen aus dem Laboratorium 
Hofmeisters, in denen bei normalen und kranken Individuen 
das Gewicht der nicht dialysierenden Stoffe festgestellt sind. 
Weiterhin findet sich in einer Arbeit von Tamaka‘) der Hin- 
weis, daB die Quantitéit der hydrophilen Kolloide durch die 
Bestimmung der ViskosititserhOhung gemessen werden kénnte. 
Diese Messung miifte aber im dialysierten Urin erfolgen, da, 
wie auch aus neueren Untersuchungen von W. Pauli‘) her- 
vorgeht, die innere Reibung kolloidaler Lésungen durch Salze 
in unkontrollierbarer Weise verandert wird. 

Die Anwendung der Wage, die ja zweifellos fiir die Fest- 
stellung der Gesamtmenge der Kolloide die genaueste Methode 
ist, kann keinen Aufschlu8 dariiber geben, ob die kolloidalen 
Stoffe im Sol- oder Gelzustand oder in welchem Grade der 
Aufteilung oder Teilchengr6é8e enthalten sind, was fiir die An- 
niherung an unser Problem von ausschlaggebender Bedeutungist. 

Wir haben uns daher zur Messung der Gesamtkonzen- 
tration der Sole der Zsigmondyschen Methode der Bestim- 
mung der Goldzahl bedient 


') Berl. klin. W., 1905, Nr. 51/52. 

*) Kongrefi f. inn. Medizin 1902. 

*) Compt. r. de la Soc. Biolog., S. 60, 1906. 

*) Arch. f. exp. Pathol. u. Pharmakol., Bd. LIX, S. 1, 1908. 
*) Kolloid-Zeitschrift, Bd. Ill, 1908. 


R* 
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Indem wir beziiglich des Theoretischen insbesondere auf 
die Arbeiten von R. Zsigmondy?) und beziiglich der Methodik 
auch auf die demnichst erscheinende Inaugural-Dissertation 
des einen von uns (R.) verweisen, sei hier nur kurz daran 
erinnert, daf die hochrote kolloidale Goldlésung durch Elektrolyte 
gefallt wird, wobei die Farbe in Blau umschlagt. Diese Fiillung 
kann durch Kolloide verhindert werden, und Zsigmondynennt die 
Menge Kolloid in Milligramm, die eine bestimmte Menge Goldlésung 
eben nicht mehr gegen eine bestimmte Menge 10°/oiger Koch- 
salzlésung schiitzt, die Goldzahl des Kolloids. Wir weichen von 
dieser Benennung dort, wo nichts anderes vermerkt ist, inso- 
fern ab, als wir der Einfachheit halber die Schutzwirkung nicht 
in Milligramm, sondern in Kubikzentimeter registrieren. 


Die Abstufungen des Farbiiberganges von Rot in Blau sind in den 
Tabellen*) in abgekiirzter Form wiedergegeben, sodaf bei Mischfarben 
die iiberwiegende Nuance an zweiter Stelle steht. Es bedeutet: 

R Rot V Violett 
1/vR Rot mit einem Schimmer ins Violett BIV Blau Violett 
VR Violett Rot VBI Violett Blau 
RV Rot Violett BI Blau. 


Die Grenze der Schutzwirkung liegt bei V bis BIV. 


1. Bestimmung der Goldzahlen normaler Urine. 


Unter normalem Harn verstehen wir in diesem Zusammen- 
hang helle Urine vom spezifischen Gewicht 1015—1018, die 
nicht nur frei von Stoffen sind, die klinische Bedeutung haben, 
sondern die insbesondere auch keine Urat- oder Phosphatse- 
dimente fallen lassen. 

Normaler undialysierter Urin tibt fast immer eine fallende 
Wirkung auf die Goldlésung aus. Ist diese Fallung keine voll- 
stindige, so kann man haufig eine Schutzwirkung konstatieren. 

Aus einer groBen Reihe von Versuchen diene folgender 
als Beispiel, der die héchste Goldzahl des undialysierten Urins 


wiedergibt. 





1) Zur Erkenntnis der Kolloide, Jena 1905. 
Zeitschr. fiir analyt. Chemie, Bd. XL, S, 697, 1901. 
*) S. Dissertation von R., Géttingen 1909. 
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Frisch entleerter Urin, hell, klar, sauer, spezifisches 


- 


Gewicht 1015. 5 ccm Goldlésung. 


Urin Vor Nach 

ccm Zusatz von 0,5 ccm einer 10°/oigen NaCl-Lésung 
2,0 RV RV 

1,0 RV RV 

0,5 RV V 


Die fallende Wirkung des Urins laBt sich durch Dialyse 
beseitigen, ist also sicher durch Elektrolyte bedingt. Da, wie 
Kontrollversuche ergaben, Zusatz von 1°/o Kochsalz auf die 
Goldzahl von Dextrin ohne Einflu8 ist, so sind an der fallenden 
Wirkung des Urins, im Einklang mit der Hardyschen Fallungs- 
regel, wohl hauptsichlich die mehrwertigen lonen beteiligt. 
Der dialysierte Urin zeigt immer eine Schutzwirkung, die sehr 
haufig hoher liegt, als die des undialysierten Urins. ') 

In 35 Versuchen zeigte sich die Schutzwirknng zwischen 
1,5 und 0,25 cem gelegen. Bei langerer Dialyse nimmt die 
Schutzkraft schnell ab. Mit schnell dialysierenden Membranen, 
vielleicht Schilfschlauchen, die uns damals leider noch unbe- 
kannt waren, wiirden sicherlich noch kleinere Goldzahlen zu 
erreichen sein. 

Die Bestimmung der Goldzahl in Milligramm wurde 3mal 
vorgenommen. Es wurden Werte von 0,695, 0,81, 0,74 mg 
festgestellt. Die Goldzahl ist also gréBer, als die von Gummi 
arabicum, aber kleiner als die von Tragant nach der Tabelle 
von Zsigmondy. 


2. Darstellung der Schutzkolloide. 


Die hydrophilen (reversiblen) Kolloide sind leicht adsor- 
bierbar. Eine Form der Adsorption, namlich die an der Ober- 


!) Es ware zu erwarten gewesen, dafs in allen den Fallen, wo die 
schiitzende Quantitat des Urins eine so kleine ist, dafi ihre Elektrolyte 
keine fallende Wirkung mehr hat, die Goldzahl vor und nach dem Dialy- 
sieren die gleiche sein miisse. Da sich das aber nicht so verhialt, so 
ist, was sich aus andern Beobachtungen ergab, zu schliefen, daf ein 
Gehalt an Elektrolyten die Schutzwirkung von Kolloiden selbst dann un- 
giinstig beeinfluf&t, wenn eine sichtbare Verinderung der Goldlésung nicht 
zu konstatieren ist. 
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flache zweier nicht mischbarer Fliissigkeiten, ist von Winkel- 
blech') dazu beniitzt worden, Kolloide auch in ganz verdiinnten 
Lésungen nachzuweisen. Wir haben diese Methode, die sich 
auch fiir den Urin zu einer quantitativen gestalten liebe, dazu 
verwandt, die Kolloide aus dem Urin zu isolieren. Schiittelt 
man Urin mit Benzin, so bildet sich ein dichter, sehr fein- 
poriger und viele Tage lang bestandiger Schaum, der nach dem 
Verdampfen des Benzins einen schmutziggrauen, in Wasser und 
verdiinnter Natronlauge nicht vodllig léslichen Riickstand gibt. 
Im Zustande der Emulsion sind die adsorbierten Stoffe véllig 
in Wasser loslich. 

Die Untersuchung dieser eingeengten Waschflissigkeit und 
der Lésung des getrockneten Benzinriickstandes ergibt, daB in 
das Benzin Schutzkolloide tibergegangen sind. Wird der Ver- 
such quantitativ geleitet, der Urin so lange mit Benzin ge- 
schiittelt, bis er keine Emulsion mehr gibt, der Riickstand auf 
das urspriingliche Volumen des Urins gebracht und die Schutz- 
wirkung festgestellt, so ergab sich bei 3 Versuchen die gleiche 
Goldzahl wie im entsprechenden dialysierten Urin, in einigen 
anderen eine geringere schiitzende Wirkung des Benzinriick- 
standes. Der Harn, der nach wiederholtem Schiitteln mit Benzin 
keinen Schaum mehr gibt, ist auch nach dem Dialysieren frei 
von Schutzkolloiden. Es ist also prinzipiell festgestellt, dai 
man durch Behandeln mit Benzin dem Urin samtliche Schutz- 
kolloide entziehen kann. 

In dem nach den Angaben von Salkowski?) dargestellten 
alkoholunléslichen Riickstand des Urins, der ein komplexes, 
stickstoffhaltiges Kohlenhydrat umfaB8t, sind die Schutzstoffe 
quantitativ vorhanden. Die alkoholléslichen Portionen sind nach 
dem Dialysieren ohne jede schiitzende Wirkung und nicht mehr 
imstande, eine Benzinemulsion zu geben. Aus der Lésung der 
Alkoholfallung geht beim Schiitteln mit Benzin die gesamte 


Schutzwirkung in dieses tiber. 





') Zeitschrift fiir angewandte Chemie, 1906; vg]. auch Ramsden, 
Arch. f. Anat. u. Phys., 1894, S. 517, und Plész, Malys Jahresberichte, 
Bd. XX, S. 215. 

Le. 
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3. Das Verhalten der Schutzkolloide gegen 
physikalische Eingriffe. 


Die Kolloide sind bestandig gegen Eintrocknen bei Zimmer- 
temperatur und auf dem Wasserbade, gegen Kochen bei an- 
nihernd normaler Reaktion und gegen Ausfrieren. Beim Kochen 
in stark sauerer oder alkalischer L6sung oder nach Behandlung 
mit Benzoylchlorid verliert der Urin die Fiahigkeit, einen Benzin- 


schaum zu geben. 
4. Die chemische Natur der Schutzkolloide 


versuchten wir zundchst durch Priifung der wichtigsten orga- 
nischen Stoffe auf Schutzwirkung zu ermitteln. 

a) Bei Harnstoff, der nach Zsigmondy') bei Siedehitze 
eine Goldzah! grofer als 500 hat, konnten wir bei Zimmer- 
temperatur eine Schutzwirkung nicht feststellen. 

b) Beziiglich der Harnsaure findet sich insbesondere 
in den Arbeiten von His d. J. mehrfach der Hinweis, daf die 
Harnsaure und ihre Salze in kolloidaler Form auftreten kénnen. 
Wir haben saures harnsaures Natrium, Harnsdure in Glycerin 
gelést, und nach Nikolaier?) dargestellte Diformaldehydharn- 
siure auf kolloidale Eigenschaften untersucht. Die Praparate 
gingen alle durch die dialysierende Membran und gaben keine 
Schutzwirkung. Auch eine Lésung von Harnsiure in Nuclein- 
siure und Urochrom (s. unten) lie®B keine Beeinflussung der 
Goldlésung erkennen. 

ce) Urochrom dialysiert sowohl aus Urin wie aus seiner 
wasserigen Losung durch alle Membranen, die wir angewandt 
haben. Die dialysierten Urine, die Schutzwirkung ausiiben, 
sind fast farblos. Durch Schiitteln mit Benzin wird der Urin 
nicht heller. Der eingedampfte Benzinschaum zeigt keine Harn- 
farbe. Wir haben das Urechrom nach dem Verfahren von 
Garrod dreimal dargestellt. Zwei Praparate gaben weder eine 
Schutzwirkung noch einen Benzinschaum. Das dritte zeigte 
beide Phanomene, enthielt also wohl noch eine Beimengung 
anderer kolloidaler Stoffe. 





SLea, S&S GF. 
?) Deutsch. Arch. f. klin. Med., Bd. LIX, 1906. 
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d) Eine von Bendix und Schittenhelm') dargestellte 
sehr reine Thymonucleinsaure ergab eine Goldzahl von 2,5 mg. 

Chondroitinschwefelsaéure haben wir noch nicht untersucht. 

Der Benzinschaum ergab nach mehrmaligem Waschen 
mit destilliertem Wasser und Eintrocknen auf dem Wasserbade 
oder bei gewohnlicher Temperatur einen grauen Riickstand, in 
dem sich N nachweisen l]aBt. Nach langerem Kochen mit ver- 
diinnten Mineralséiuren entsteht eine Lésung, die noch einen 
starken Uringeruch hat und die Furfurolreaktion gibt. Eine 
Reduktion von Fehlingscher Lésung war noch nicht zu erzielen, 
vermutlich der geringen Substanzmengen wegen, tiber die wir 
verfiigten. Dagegen gelang es, ein Osazon herzustellen, aller- 
dings auch noch nicht in einer Quantitat, daB ein Umkrystalli- 
sieren zur Schmelzpunktbestimmung erfolgen konnte. Der Riick- 
stand der Benzinemulsion fallt in essigsaurer L6ésung eine 
Gelatinelésung. 


Ergebnisse: 


1. Der normale Urin des Menschen enthalt Kolloide, die 
auf die Goldlésung Schutzwirkung austiben. 

2. Die Kolloide sind darstellbar durch Dialyse, durch 
Schiitteln mit Benzin, durch Fallen mit Alkohol. 

3. Die Schutzwirkung der Kolloide ist bestaéndig gegen 
Ausfrieren, Kochen, Eintrocknen. 

4. An der Schutzwirkung des Harns sind Harnstoff, Harn- 
siure, Urochrom nicht beteiligt. 

5. Beteiligt sind dagegen die eiweiffallenden Substanzen 
des Urins und das komplexe N-haltige Kohlenhydrat Salkowskis. 





‘) Zentralbl. f. d. ges. Phys. u. Path. desStoffwechsels, N.F., Bd.I, Nr. 2. 














Weitere Studien iiber das physiologische Verhalten von I- 
und d-Suprarenin. 


IV. Mitteilung. 


Von 


Emil Abderhalden und Karl Kautzsch. 





(Aus dem physiologischen Institute der tierirztlichen Hochschule, Berlin.) 


(Der Redaktion zugegangen am 27. Juni 1909.) 





Der eine von uns hat in Gemeinschaft mit Slavu') fest- 
gestellt, daB es gelingt, Mause durch subkutane Einverleibung 
steigender Dosen von d-Suprarenin gegen I-Suprarenin resistenter 
zu machen. Wir haben diese Versuche in gréferem Mafstabe 
fortgesetzt, um einesteils die erwahnte Beobachtung zu sichern 
und andernteils einige spezielle Fragen zu beantworten. Ein- 
mal interessierte es uns, ob auch gegen d-Suprarenin ein 
gewisser Schutz eintritt, und welchen Umfang er annimmt. 
Ferner versuchten wir festzustellen, gegen wie grofe Dosen 
von l- und d-Suprarenin Resistenz herbeigefiihrt werden kann, 
und schlieBlich erschien es uns von Bedeutung, zu erfahren, 
ob die einmal hervorgerufene Resistenz laéngere Zeit anhilt. 
Es ist uns gegliickt, durch vorsichtige Zufuhr von d-Suprarenin 
in steigenden Dosen zu bewirken, dafi Maéuse mindestens die 
10—20 fache Dosis d-Suprarenin vertragen und die iiber 10 fache 
Dosis von l-Suprarenin. Es unterliegt keinem Zweifel, daB wir die 
Grenze der méglichen Resistenz noch keineswegs erreicht haben. 
(,001i—0,002 g d-Suprarenin fihren bei nicht vorbehandelten 
Mausen in den meisten Fallen rasch zum Tode, ebenso ist 0,0001 g 
|-Suprarenin bei subkutaner Zufuhr tédlich. Am besten gelang 
die GewOhnung an d- und |-Suprarenin, wenn die Injektionen 





') Emil Abderhalden u. Slavu, Weitere Studien iiber das phy- 
siologische Verhalten von 1-, d- und dl-Suprarenin. III. Mitt. Diese Zeit- 
schrift, Bd. LIX, S. 129, 1909. 
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| = 0,0016 g d-Suprarenin 


| Einspritzung von 0,4 ccm 


| 


8./VI. 


| 


9,/VI. 


Einspritzung 
von 0.3 ccm 
= 0,0082 ¢ 
d-Suprarenin 


11./VI. 


T 
| Einspritzuy 
‘Von U4 ¢¢ 
awe 0.0064 ; 
d-Supraren 
| 14./VI. 





1 f 16g 


| Zeit 


Kérper- 
| temperatur 


. 10h 46 


38,3 ° 


| 1h 10 11h 35 


34,8° 


37,3° 


gh 55 |10h 40 


36,4° 


5h 19 '10b 23 {Yh 


36,3° | 37.49 | 35 





2.) f 0g 


Zeit 
Korper- 
temperatur 


. 108 55 


38,3 ° 


1h 08 
33,4° 


11h 32 
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10h 01 
37,4° 
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3. ff 15'/s g 
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| temperatur 


5h 30 
37,3° 


6h 30 
26,39 | 
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7,0° 
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Je . 
| Einspritzung von Einspritzung 
° von 0,4 ccm 
| 0,3 ccm = 0,01 g = 0013 g 
1p |  d-Suprarenin d-Suprarenin 
iT 15./VI./16./VI.| 17./VI.  |17./VI.|18./VI. | 21./VI. | 22./VI. 
Pa ph21| 5636} HhO5 | 5h 38 | | 
é cinge- | | 18./VI.) _ ak 
spritzt Po = we 
5 364° 36,5° | 34,20 | fruht | 
. 7, | al 16./VI. 
0 ee! snié| 5b45} 6b10 | 5220] _ | 6230 | 7h25 | gn4e | _ | _ 
0 | 99 aT 37, 4° ha 2° 32,6 ° 37,2° | 38,69 | 31,6° | 37,6° 
~ |=] = [~ |= Eos) «bade 
“;-| - |-|-|-|-]/-]|/—-|]|- 
sae 16./VI. | h | 
5 {fh bis 5n26, 550 6h 13 5h 25 | | ye | 
| |_ matt. — — | — om ja 
Y 36,9° | 37,3° 30,2° | 33,99 Nachm. | 
| + 
| 
ae -/|-— _ —|—] — — — — |= 
| 
nee | 
1 | 
» 13 ii | a __ = _ _ a _ _ — 
ri | 
om | my pecan von 
— ON 0.6 ccm = 
prarenl d- yr sao. ~ 
ji | 22./VI. 
{inde 22 5h 32 5h54| 6h15 | 5h27 4n§8 | 5h 31 /23,/VL. 
ie 37,69 | 323° |37,3° | 37,5° | 33,1° | frih f 
moe a 6h 6h16 | 5230 21./VI. 
397m «37,4° | 37,79 | 333° | 35,62 | frith + 
Einspritzung von 
| 0,4 ccm = 0,013 g 
d-Suprarenin 
: | 21./VI. 
{ae 6D) DOS) = «—-Gh2L | 532) || 622 | 7h23 | 9B10 | _ _ 
pif’ 873° /37,7° | 323° | 37,20 87,8° | 33,8° | 34,6° 
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mit Unterbrechungen vorgenommen wurden. Wir injizierten 
meistens nur jeden zweiten Tag. Mause, welche bereits gréfere 
Dosen von d- und |-Suprarenin vertrugen, zeigten dieselbe Re- 
sistenz, nachdem sie 10 Tage ohne jede Zufuhr von Suprarenin 
geblieben waren. Die durch subkutane Zufuhr von d-Suprarenin 
erzeugte relative Resistenz ist somit keine rasch voriiber- 
gehende. Selbstverstiandlich mtissen diese Versuche erweitert 
werden. Vor allen Dingen miissen die Versuchsbedingungen 
noch so modifiziert werden, dai die Tiere langere Zeit am 
Leben bleiben. Nach wiederholten Injektionen von d-Suprarenin 
treten allméhlich krankhafte Erscheinungen auf. Die Kérper- 
temperatur der Tiere kehrt nur sehr langsam zur Norm zuriick. 
Die FreBlust sinkt und schlieflich erfolgt der Tod. Diese Er- 
scheinungen sind erst nach mehrfachen Injektionen wahrnehmbar. 
Wir sind auch jetzt noch auferstande, eine eindeutige Er- 
klirung dafiir zu geben, daf es gelingt, Mause durch Zufuhr 
von d-Suprarenin gegen |-Suprarenin resistent zu machen. Es 
wire denkbar, dafi dem d-Suprarenin Spuren von |-Suprarenin 
beigemischt waren. Im optischen Verhalten des verwendeten 
d-Suprarenins kam eine solche Beimengung allerdings nicht zum 
Ausdruck, trotzdem wire es mdglich, daf noch biologisch 
wirksame Spuren der ]-Komponente zugegen waren. Tatsichlich 
kann man auch mit |-Suprarenin eine relative Gewdhnung 
herbeifiihren. Es gelingt dies jedoch viel schwieriger als mit 
d-Suprarenin, weil man zu leicht bei der Einspritzung von |- 
Suprarenin die tédliche Dosis erreicht, d. h. zu hohe Dosen 
anwendet. Beachtenswert bleibt auf alle Falle, daB es mit 
so grober Leichtigkeit gelingt, mit der d-Komponente die letale 
Dosis des ]-Suprarenins so weit hinauszuschieben. Beachtens- 
wert ist ferner die Beobachtung, da in einigen Fallen nach 
Wiederholung der Injektion die Kérpertemperatur zunichst 
anstieg. 

Die beigefiigten Tabellen mégen einen Einblick in einen 
Teil der bisher ausgefiihrten Versuche geben. 

Nachdem nun die Beobachtung, da8 es durch Zufuhr von 
d-Suprarenin gelingt, den Organismus der Maus gegen die 
Wirkung gréferer Dosen von |-Suprarenin und von d-Suprarenin 























| | | Einspritzung Einspritzung Einspritzung 








temperatur 


Ge- Einspritzung von 0,2 ccm von 0,2 cem von 0,2 ccm von 0,4 ccm 
schlecht 0,0008 g¢ d-Suprarenin Recto § ine Per scnnns. 
13./V.09 14./V. | 14./V. | 15./V. 17,/V. | 18./V. | 18./V. | 
| gas g PO: ea 12h08 1n25 5b 930 -5bSG| 7HOL 11805 6m 40 7h15 10207, an 6h 5 so 
see nay BUB° | 37° | 85,4 | 35,2° | 88,4° | 37,6° | ee 37,3°| 35,69 '37,3° | 38 2°) 34,20) 
| 





Zeit. . . 1140 12h11 1h28) 5hO02 9h25  6hO3) 7h03 10h28° 6h 43 7416 10805 | | 6h 21 6h 53 /1( 


















































2 7 15'2¢ P ee } 
orper- wp ~ o | ao n0!] 2: ~ | « 
lene nae 36,89 322° 33,99) 36° | 37,89 355°) 38,5°! 38,69 38,7°| 33,7° 36,3° 391 | 35,6° | 3 
| Zeit. . . 11N45 12048 1n30, 5b 05 6h 13 7h06) | Gh 48 | 7h 17 {Oh 10 6h 26 | 6h 58 1 
} {) __ a | 
wae ke 36,89 34,69 | 35,69 369° 35,5°  40,1° 36,7° | 39,4° | 361° 381°. 35,2° | 3 
i. ers : | | 
. i Zeit. . .11h55 12820 1h35 5b 10) 6h 15) 7808 10h25 6h51 7h 19 10h 13. 6h 28 | 6 sn 59 1 
Og Fee _ 
, anaes 363° 33.2% | 353°) 33.72 37,6° 37,6° | 34,3° 37,59 | 86° | 37,2° | 38. 3° 34,6° | 3 
‘ _ ; - __ an 
Zeit. . . 12804 12895 1h33) 5b 12 Lene | | | ! | | 
Vif Lld*s¢ a, hinfallig, ne me ee ee ee ee ee 
| POT" 37,2" 32,39 34,69 30,1° | Nachm. | | | | | | 
emperatut | | Ft a | | 3 | i 
. 4 eit. s — me —  — | 6h20 7h12 10h30 6h56) 7h25 10b25 6h33) 7h02 10 
1) / 2 ’ | H | | 
eae aan _ — | — | — | 384°) 37,6°| 346° | 35,39; 38° | 36,4° | 38,2°) 34,3°| 3% 
; | Zeit... = i _ _ —  6h25 7h14 10b55, 7205) 7h28 10h 23 Gh 7 7h 04 10 
‘ / a) qo | 
. NOrpe -_ —- — | — | 386°) 35° | 37,2° | 37,9°| 35,8°| 33,3° | 38,6°| 34,2° | 37 
LCT per | ’ | ’ 
| ina von 
0,0008 ¢ d-Suprarenin 
a ABV 
a1 4 | re ee ae ee ee ee ee ee gh 4s. 10016 104 31 Ww 
) | } | 
kKOrper- | | | | 
neue -}/—~}/—-/;/-—-]—~]-—] +] —] = | 8679/34, | 35,49 E 
o| ie Mites: — | em] |] mlm | om | oe ee } — aes 100 18 10h 33 111 
ie ape | | 
An La on = — | om a, (eo — | — | 878°] 35,40 96,68 | (37 
temperatut | | a 
10 19 Zeit... — — —_ji-—-i-- | — | — — —_ j — | 10h 10h 15 | 
~ jt & Korper- | | | | —— 


790. 
lemperatur 37, | | 
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ung Einspritzung Einspritzung von | Einspritzung | Finspritzung 
ccm von 0,4 ccm |9, 267 (0,27) ccm | von 0,25 ccm | von 0.5 ecm 
6¢g = 0,0016 g | == 0,0082 g | == 0,0064 g | = 0,0128 ¢ 
enin d-Suprarenin | d-Suprarenin d -Suprarenin d-Suprarenin 
| 19./V. | 21./V. | 22./V. | 24./V. 25./V. 26./V. 
3h 50 10h 37 10h 28) dn 42| 5b15 10h 42 11h23) 1h 12} 11h 57 12h 35! gegen | | | | 
| ai | | fo — | | |}  {|4Uhr); — | — | — — 
42°) 37,2°| 31° | 38,3°) 34,29) 37,4° 383° | 38° | | 38° 36,79 + | | | 
ere | e - } peow wen ‘am 22./V. ‘ a | 
ph 53 }108 40) 10h 30 4h 52 | | 5b 23 402 46 11h25 1h14) lebend | | | 
| | nachm.| — | — aro a ae : nal — 
59,6 ° | 38,1° | 26,4° | 38,5°) 3d Bo 38,9° | 40,5° | 33,49) 23./V | | 
La ; — ffrth Ft} tt . ee ee a 
sn 58 40h. 43 | | 4h 54 5h 22 110 51 12h 16) 1h 16) | 12h 12h 38 4h 39 | 12h19) 1h16) 5b38) Yh22~> Hh 
1 | | | | | 
ok, ee as ae ‘ieee Bios: a7 es . , 
35,20 | 3B5,6° | 38,5°| 36° | 37,8° | 36° eka | | 37° | 36,7° | 39,2°| 36,7° | 35,79; 33,69) 288°) 33 
59 1084 45 | | 4h 46 bh 17 12h 18 th 18 | 12n05 12840 5hOR | 25,/V. | 
po — | oe es - | Por A frith -- _ - 
36,7 z° | | 37,7°| 38,3°| 35,9° 37,5° | 39,4° | 34,2° | 36° 4 
| | aes ! 
| | Kinspritzung von 0,2 ccm 
7. : | on — a — o —- —| — a -— — = 0,00064 ¢ l-Suprarenin ‘) 
| | | | 25,/V. Dt 
nog 10h 4 5h 02 ph 34 12h ay) 1h 20 Azh 10 12h57) 5h 15 11h 10 11h 44 f2h1O) Fh53 
| — — — | oa mitil 
+3° | 37,5° | 38,8° | 35,8° | 37,6° | 39,6° 38,5° | 35,5° | 35,4° 35,6° | 83,4° | 35° | 363° 
a noc nainsenennnrnemn anette Se jinlncce titi arama EKinspritzung von0,25cem Kinspritzung von 0,3 
= 0.0064 ¢ d-Suprarenin 0,00072 g |-Suprare 
8./VI. 9./VE.) 1O/VE i! 
h 04 10h 50 “gh 59 Hh 32 12h 57 {h 21 12h15) «1h | Hh17) 9h 43 10h 35 11823) 6b42 11h54 H5b5H Th TT! 
,2°/37,70| | 37,2°| 34,49137,.6° | ‘| 36,7° 87,8° | 37,7° | 35,49} 38,3°| 28,6 | 29,89 | 31,59 36° | 37,89 31° | 36 
ee nee ene Kinspritzung von 01 ‘ccm _Einspr. v. 0,4 ccm Einspr.v.0,27 cem Einspritzung von 0,25 cem Kinspritzung von 0,4 ccm 
enin == 0,0016 g d-Suprarenin = 0,0016 g d-Supr. = 0,0032 Supr. - 0.0064 g d-Suprarenin = 0.0128 g d-Suprarenin 
19,/V. 21./V. 22./V. 24. V. 26./V. 27 
131 11 47 | gh A 10h 30 ‘10h? 52| 12h 5h 07 5h 388 | 1h03) 1h25 12h23) 1h03) 5h22) 6bZH, 11h 11h15 12206 5AS° 
is if 
4° | 34,1° | 35,8° | 36,7° | 33,6° | 37,7° 37° | 328° | 372°) 33,89 38,6° | 35,8°) 33,6°| 34,3°| 37,78) 33° (33,29 34) 
ee ee a - ee aie - Kinspritzung vont 25 eem 
0.0064 g d-Suprarenin 
8./VI. 4j 
133 11h 50 | 6h 45 ‘ton 33 10h55 12h 05 12h 55 5h 10 5b 40 | 1h 08) jh: 26 “19h 28 th O7, 5b25 6h3S) 9hH7 10N35 [1h 20) 4h 26 TT! 
,6° | 37,3° | pnd sath 33,2° | 33,9° | 34,7° | 37,69! 30,7° | 38,39 34,99 37,89 | 37,49) 32,79) 34,99) 36,89 252° 25,79 334° 
| | | 
“ ao —_ i _ am =o a _ ae - - - a 
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PCRS OOO16 {F on 0,0016 g 
Suprarenin d-Suprarenin d-Suprarenin ‘d-Suprarenin 
V. IRV 19./V. | 21./V. | 22./V. | 24./V. 
7 | oat “ | | 
6h 17 6850 10h 37 10h 28) 4842) 5b 15 10h 42 11h23, 1h 12} (115 57 12) 35 gegen | 
| j | i Y } 
| Po de ton 4Uhr, — 
2 4,2" 37,29! 31° | 38,3°| 34,2°| 374° | 383° | 38° | | 38° | 36,79) + | 
. . : - pr - ae; am 22,/V. | | 
‘1 6bd53 10h 40 [0b 30 4b 52) 5b 23 10046 11825 1114) lebend | 
| nachm, —_ |j— — —— 
| B).6° B81 26,49 | 38,5 35,8° 389° | 40,59 | 33,49) 23./V. | 
; friih + | | 
HHH 10b 43 th 54 5h 22 11h51 12h16) 1h 16) | 12h 12h38 4139 | 
| nn M ie: 9 
| 2 6 38.0°| 35° | 37,8° 56° 384° | 37° | 36,7° 39,2 ° | | 
ys OH DY 10h 45 46 5h17 12h 18 1h 18 12h05 12h40 H5ho0s 29./V. | 
_- ee en oe : . <, | | 
34.69 36,7 37,79 | 33,3°| 35,9° 37,5” 39,4° | 34,2° | 36° | + | 
. fp a | | | 
~/-}f/efe-fef/eo}-}]-}]-4]e4 
| | | 
PhO2 Loh 47 5h O2 5h 34 12h 55 1h 20 12h10 12h57) 5h 15) 
-_ _ a ORE Rok + 
7a 38.89 | 35,8° | 37,6 ° 3).6° 38,5° | 35,5° | 35,4° | 
ae ~Einspritzv 
8./VI. 
ie 10b 50 4h 59 5h 32 12h 57 1h 21 12h15 1h | 6h17/ 9h 43 10! 
2° 37,7 37,29 344° | 37.6° 36,7 ° 37,8° | 37,7" 35,4°) 38,3 | 28 
von Kinspritzung von 0,4 ecm — a Einspr. v. 0,4 ccm Einspr.v.0,27 ecm Einspritzung von! 
ALO Wn 0.0016 g d-Suprarenin = 0,016 g d-Supr. =0,0032 g d-Supr. — 0.0064 g¢ d-Sur 
19,/V. 21./V. 22./V. 2+4./V. 
Ob St t1h47 6h 41 10h 30 10b52 12h 5b 07 5h38  1h03, 1h 25 12h23; 1h03) 5 
| 
1° BA 35,3" 36,79 | 33,69 | 37,7° 37° | 328° | 37,2°| 33,8° | 38,6° | 35,8°| 3. 
(oh TS 10833 (1250. 6h45 10633 1055 12h05 12h55 510 5b40 | 1h08) 1h26 12h28) 1h07, 5 
37.3° | 366°) 368° | 332° | 33,9° | 34,79 | 37,69 30,7° | 383°) 34,9°| 37,8° | 37,4°| 3 
1( 90) Lo | | | 
| __ a: ae — et — | as 





























—_ : san nnn nn : — 
| Einspritzung | | | | 
| von 0,5 cem | | 
| = 0,0128 g | | | | 
| | | | 
d-Suprarenin | | | 
| 
| 25./V. | 26./V. | | | 
PP ee | 
| | | | 
ey (ey ee ey ey Pen re es: Se ae oe Seen Oe 
| | | 
| | 
| yaa aa aa 
| | | | 
— a —-;i—-|]-]f{- a o | = _ ” i ‘s - 
| | | 


| | 12h19/ 1h16| 5138) gh22/ 5n47 27//V. | 


36,7° | 35,7°) 33,6°) 28,8°| 332°) |, | | 














| ' _ sat - 7 
+ | 
Einspritzung von 0,2 ccm EKinspritzung von 0,4 ecm 
— | — | — =0,00064 g 1-Suprarenin ') - 0,001 ¢ l-Suprarenin 
25./V. 26./V., 8./VI. | 9./VI. | 11./VI.; 11./VI. 12./VI1. 
11h 10 11h 44 12h10) 4853 9h 27 11h50, 4b50 4859) 6h09) friih 
a > | | munter a 
35,6° | 33,4° | 35° | 36,3° 34° | 34,1°| 34,4°| 344°) 259°) + 
nspritzung von0,25ccem Einspritzung von 0,3 ccm *) Kinspritzungvon0,4iccm Einspritzung von 0,62 ccm Kinspritzung von... c¢em 
0.0064 g d-Suprarenin i= 0,00072 g |-Suprarenin = 0,001 g l-Suprarenin = 0,01 g d-Suprarenin 0.002 ¢ I-Supt arenin 


NI | 9./VL. | 10./VI1. (11/VI. 11,/V1. 12./VI. 14.VI. 15,/VI. 19,/VI. 20./V I 


n43 10835 11h23) 6h42 11h54 5h56 7h 11h35 5hOd! 6h11 12h22 1155 12h40 Hb 12 10h05 1130 12h 50 friih 











3,3° | 28,69 | 29,89 | 31,5°) 36° | 37,8°) 31° | 36,7° | 37,4°| 301° 362° | 37,29 32,79 | 35,3° 362° 366° 278° + 
ngvon0,25cem —_ Einspritzung von 0,4. ccm ~“{f[- | 7 ; 
g d-Suprarenin = 0,0128 g d-Suprarenin 

26./V. 27./V. rl . : , 
GR ENR, KE ae acaaa | ‘) Kontrolitier ‘) Kontrollitier 
bhOZ 5h22) 6b35, 11h 11h15 12h06 5,43° Ps : Kinspritzung von 

| rth ai inspritzung 

5,8° 33,6°| 34,3°) 37,7°| 33° 33,29 | 341°) 4 | Einspritzung Einspritzung von 0,2 ccm 03 com 
. | ron 0,25 ee =) ., 
aa. HRT oT = a omy = 0,00064 ¢ |-Suprarenin 0,000702 

Einspritzung von 0,25 ccm == 0,0064 ¢g L.Crnvaranin 

== 0,0064 g d-Suprarenin 1-Suprarenin a — 

8./VI1. | 9/VI. 10./VL. | 25,/V. LO. VI. 
hOQO7, 5b25) 6133) 9h57 10h35 11820) 4626 11657 11158 12h 42 J 11b40 11b51 12h08 12h58!) 1h ca 4 HhOS  Hh12 
cd | 2 . ; | 93 o ba ; lebt Uhr ss 
7,4°| 32.7°| 34.9°| 36.8°/ 252° (295.79 | 33,49) 37° 137,39] ¢ | 5/1 37,40 138.7% | 35,39 | 292° Inoch) + | 37,39 7 

| 
Kontrolltier 





| 5hOS | 5245, 


| oe 
| 37,5°| + 
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zu schiitzen, sicher gestellt ist, wird es unsere Aufgabe sein, 
zu priifen, ob auch bei gréSeren Tieren analoge Erscheinungen 
auftreten. Versuche am Hunde sind im Gange. Wir werden 
bei diesem Tiere priifen, ob Dosen von ]-Suprarenin, welche 
mit Sicherheit eine Steigerung des Blutdruckes hervorrufen, 
unwirksam werden, wenn eine Zufuhr von steigenden Dosen 
von d-Suprarenin vorausgegangen ist. Ferner wird es unsere 
Aufgabe sein, das Wesen der Gewoéhnung festzustellen. Auch 
diese Versuche sind im Gange. 














Uber das Invertin (invertase) der Hefe. 
Il. Mitteilung. 


Von 


E. Salkowski. 





(Aus der chemischen Abteilung des pathologischen Instituts der Universitat Berlin.) 
(Der Redaktion zugegangen am 29. Juni 1909.) 


Am Schlusse meiner vor einer Reihe von Jahren er- 
schienenen Arbeit!) tiber das Invertin der Hefe habe ich mich 
dahin ausgesprochen, daB ich die Versuche zur Reindarstellung 
des Invertins fiir aussichtslos halte, weil man bei einem Ma- 
terial, das mehrere Fermente enthialt, nie wissen kénne, ob 
ein Priiparat, das nur eine Fermentwirkung — in diesem 
Falle die Inversionswirkung — zeigt, nicht auch die anderen, 
durch die Art der Behandlung unwirksam gewordenen Fer- 
mente beigemischt enthilt. Unter diesen Umstinden k6nnte 
es inkonsequent erscheinen, dafi ich mich aufs neue der Frage 
nach der Natur des Invertins zuwende. Es k6énnte scheinen, 
als ob ich hinsichtlich der Moglichkeit der Isolierung von 
Invertin anderer Ansicht geworden ware. Das ist aber durch- 
aus nicht der Fall, ich bin noch derselben Ansicht, und wenn 
ich mich aufs neue mit dem Invertin beschaftigt habe, so ist 
das nicht geschehen, um einen Versuch zur Isolierung zu 
wagen — ein Unternehmen, das tibrigens selbst bei Substraten, 
die nur ein Ferment enthalten, im besten Falle immer nur 
einen Wahrscheinlichkeitserfolg verspricht, da wir kein Kri- 
terium zur Erkennung der Reinheit besitzen —, sondern nur, 
um mich mit zwei prinzipiell wichtigen Fragen tiber die Natur 
des Invertins zu beschaftigen, namlich 1. ob das Invertin einen 
Kohlehydratkomplex enthélt und 2. ob es phosphorhaltig ist. 





1) Diese Zeitschrift, Bd. XXXI, S. 305. 
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Fragen, die auch von allgemeiner Bedeutung fiir die Fermente 
iiberhaupt sind. Ich werde mich hier nur mit der ersten Frage 
beschiftigen, die Erfahrungen, die ich tiber die zweite gemacht 
habe, einer besonderen Abhandlung vorbehaltend. 

In der erwahnten Abhandlung habe ich nachgewiesen, dab 
die aus der Hefe dargestellten Invertinpraparate regelmabig 
einen ansehnlichen — in meinen Versuchen von 17,17—65,3 °/o 
wechselnden — Gehalt an Hefegummi aufweisen, welches bei 
der Hydrolyse mit verdiinnter Schwefelsiure Mannose liefert. 
Dies trifft nicht nur fiir meine Préparate zu, sondern sicher 
auch fiir alle bisher von Anderen!) dargestellten, deren Ge- 
halt an Kohlenhydraten auch von verschiedenen Beobachtern 
hervorgehoben ist.!) Wad&hrend aber die friiheren Autoren den 
Kohlenhydratgehalt als zum Invertinmolekil gehérig angesehen 
haben, habe ich meine Uberzeugung dahin ausgesprochen, dab 
das Hefegummi nur als Verunreinigung anzusehen sei. Ist 
doch auch nicht abzusehen, wie ein relativ so schwach wirkendes 
Reagens, wie die Fehlingsche Loésung, in gelinder Warme 
eine Abspaltung von Hefegummi aus einem Atomkomplex herbei- 
fiihren sollte. Auch die Tatsache, dafB der Gummigehalt der 
Invertinpraéparate in weiten Grenzen schwankt, spricht — wenn 
auch nicht unbedingt?) — fiir meine Ansicht. In dieser haben 
mich auch die inzwischen erschienenen Ausfiihrungen von 
Bb. Hafner) nicht irre gemacht. Dieselben gipfeln ebenso 
wie die friiheren von Osborne und KOlle immer in der 
Frage: warum soll das Invertin kein Kohlenhydrat in seinem 
Molekiil enthalten, da dieses doch konstant in den dargestellten 
Priparaten enthalten ist? eine Frage, der man mit allem Recht 
die Gegenfrage entgegenhalten kann: warum soll das Invertin 
gerade ein Kohlenhydrat enthalten, da doch kein anderes 
Ferment mit Kohlenhydratgehalt bekannt ist und das Gummi, 
von dem nachweislich bei den Invertindarstellungen immer nur 
ein kleiner Teil in Lésung geht, nicht Verunreinigung sein? 





") Siehe die friihere Literatur in meiner zitierten Arbeit. 

*) Nicht unbedingt, weil das Gummi ja auch in zwei Formen vor- 
handen sein kénnte, einer freien und einer gebundenen. 

*) Diese Zeitschrift, Bd. XLII, S. 1. 
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Ein Beweis dafiir, daB das Hefegummi nichts mit dem 
Ferment zu tun hat, ist freilich nur dann geliefert, wenn es 
gelingt, stark wirksame gummifreie Fermentlésungen herzy- 
stellen. Wieweit mir das gelungen ist, wird aus den folgenden 
Ausfiihrungen hervorgehen. Als Hilfsbeweis kann _ betrachtet 
werden, wenn man nachweisen kann, daf der Grad der Wirk- 
samkeit und der etwa vorhandene Gummigehalt in keiner he- 
stimmten Relation zueinander stehen. 

Der Gang der Untersuchung war also im allgemeinen der, 
dafi ich in auf verschiedene Weise hergestellten Ausziigen aus 
Hefe — es kam stets moglichst amylumfreie Pref&hefe zur 
Anwendung — den Gummigehalt — wenn vorhanden — quan- 
titativ bestimmte und die Wirksamkeit durch Digestion mit 
Rohrzuckerlosung feststellte. Auferdem schien es mir wiinschens- 
wert, in jedem Falle den Gehalt der verwendeten Lésung an 
fester Substanz und an Asche zu ermitteln. Dies geschah haupt- 
sichlich zu einem andern Zweck: ich wollte behufs spaterer 
Versuche iiber das Invertin feststellen, welche Lésungen bei 
guter Wirksamkeit relativ arm waren an geléster organischer 
Substanz, oder mit andern Worten, in welchen Lésungen die 
Relation zwischen Wirksamkeit, ausgedriickt durch die in einer 
bestimmten Zeiteinheit und hei einer bestimmten Temperatur 
— 40° — gebildete Quantitaét Invertzucker, und Gehalt an 
fester Substanz am groften war. Da nach Barth’) das Optimum 
der Wirkung bei Anwendung 10 °/oiger Zuckerlésung liegt, so 
wurde stets eine solche Lésung angewendet. Dieselbe wurde 
jedesmal frisch aus etwa 5 g Kandiszucker in 50 ccm Wasser 
hergestellt. Die Digestion dauerte eine Stunde. Dabei wurde 
dafiir gesorgt, daB die Rohrzuckerlésung schon vor dem Zusatz 
der Fermentlosung eine Temperatur von 40° hatte. 

Die Bestimmung des Invertzuckers geschah durch Kochen 
mit Fehlingscher Lésung (2 Minuten) und Wagung des bei 
120° getrockneten Kupferoxyduls, das stets eine rote Farbe 
hatte, bald mehr ziegelrot, bald fast scharlachrot. Da es sich 
in manchen Fallen nur um kleine Zuckermengen handelte, 





') Ber. d. Deutsch. chem. Ges., Bd, XI, S. 481. 
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habe ich dieses Verfahren der optischen Methode vorgezogen. 
Es gewahrt mir auch das Gefiihl gréferer Sicherheit. Aller- 
dings ist mir hin und wieder eine Bestimmung dadurch ver- 
loren gegangen, dafi die Quantitét der Fehlingschen Lésung 
zu gering bemessen war. 

Einige Worte habe ich noch zu sagen beziiglich der Be- 
rechnung des Invertzuckers aus dem Kupferoxydul. Zunichst 
gelang es mir nicht, mir einen Rohrzucker zu verschaffen, von 
dem 5 g in 10°/oiger Losung beim Kochen mit Uberschuf8 
von Fehlingscher Lésung absolut keine Reduktion gab: ein 
rétlicher Hauch von Kupferoxydul zeigte sich stets in der 
Schale. Dies scheint auch sonst als Tatsache angenommen zu 
werden, denn in den bekannten Tabellen von E. Weiss’) 
findet sich auf S. 17 die Bemerkung: «es wurde festgestellt, 
da reiner Rohrzucker fiir sich mit Fehlingscher Losung er- 
hitzt, bedeutend weniger CuO reduziert, als wenn er mit Invert- 
zucker gemengt auf die alkalische Kupferlésung einwirkt.» 
Weiss bezieht sich dabei auf Versuche von E. Meissl|. Hier 
wird es also als bekannte Tatsache hingestellt, dai Rohr- 
zucker Fehlingsche Lésung reduziert. Ich glaubte danach 
die geringfiigige durch mein Rohrzuckerpraparat bewirkte Re- 
duktion vernachlassigen zu kénnen. Zur Berechnung des Invert- 
zuckergehaltes wurde also das Cu,O auf Cu umgerechnet und 
die betreffenden Werte aus den Weissschen Tabellen ent- 
nommen, wobei je nach dem Verhaltnis zwischen Invertzucker 
und restierendem Rohrzucker die entsprechende Tabelle be- 
nutzt wurde. Um indessen dem Leser ein eigenes Urteil zu 
ermOglichen, habe ich auch die Zahlen fiir Cu,O selbst angefihrt. 

Die Priifung auf Gummigehalt und die Bestimmung der 
Menge beruhte auf der von mir?) angegebenen Ausscheidung 
desselben als Gummikupferverbindung beim Erwarmen mit 
Fehlingscher Lésung. Es sei hieritiber noch folgendes bemerkt. 
Die betreffenden Lésungen wurden in allen Fallen auf ca. 25 ccm 
eingedampft. Wenn man zu einer solchen Lésung Natronlauge 





‘) E. Weiss, Tabellen zur quantitativen Bestimmung der Zucker- 
arien. Stuttgart 1888. Verlag von Max Wang. 
*) Ber. d. Deutsch. chem. Ges., Bd. XXVII, S. 499. 
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hinzusetzt, entsteht in jedem Falle eine aus Erdphosphaten 
bestehende Triibung, die sich bei gelindem Erwarmen zusammen- 
ballt. Dasselbe muf natiirlich auch eintreten bei Zusatz von 
Fehlingscher Lésung. Wenn die Lésungen Purinbasen ent- 
halten — das ist namentlich bei Anwendung von getrockneter 
erhitzter Hefe der Fall —, enthalt der Niederschlag auch Kupfer- 
verbindungen') dieser. Man kann also aus der Bildung eines 
Niederschlages keinesfalls auf die Gegenwart von Gummi 
schlieBen. Meistens ballt sich der Niederschlag beim Vorhanden- 
sein von Gummi zu einem kleinen Kliimpchen zusammen, doch 
ist dies nicht ausnahmslos der Fall, der Niederschlag muf also 
niher untersucht werden. Da der Gummikupferniederschlag 
sich langsam bildet und seine Ausscheidung durch Erwirmen 
beférdert wird, so wurde die eingedampfte Fliissigkeit, nach 
Zusatz von etwas Natronlauge und soviel Fehlingscher Loésung, 
daB sie intensiv blau erschien, etwa eine halbe Stunde oder 
etwas linger auf dem Wasserbad erhitzt, dann bis zum niachsten 
Tage stehen gelassen. Die Gummikupferverbindung wurde dann, 
haufig nach Zusatz von etwas Wasser, um die Filtration der 
alkalischen Lésung zu beférdern, abfiltriert?) und etwas aus- 
gewaschen, dann durch AufgieBen von mdglichst wenig ver- 
diinnter Salzséure (etwa 1 Vol. Salzséure von 1,124 D und 2 Vol. 
Wasser) gelést und mit wenig Wasser nachgewaschen. Man 
darf nicht zuviel waschen, damit die zu fallende Lésung nicht 
zu verdiinnt wird. Mitunter habe ich das ausgewaschene feuchte 
Filter aus dem Trichter herausgenommen und zwischen den 
Fingern ausgedriickt. Die Lésung wird mit ca. dem 7—8fachen 
Alkohol absolutus versetzt und bis zum nachsten Tage stehen 
gelassen, das ausgeschiedene Gummi auf einem getrockneten 
gewogenen Filter gesammelt, sehr sorgfaltig zuerst mit 90°/oigem, 
dann mit absolutem Alkohol, schlieBlich mit Ather gewaschen, bei 
115° getrocknet, gewogen. Ofters habe ich das Gummi noch ver- 
ascht und die durch Beimischung von etwas Kupferoxyd schwiarz- 





') Ganz iiberwiegend solche, deren salpetersaure Silberverbindung 
sich aus heifer Salpetersdure beim Erkalten ausscheidet. 
*) Manchmal lief} sich auch die Gummikupferverbindung durch ve- 


kantieren waschen, 
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lich gefairbte Asche gewogen. Da dies aber nicht regelmafig 
geschehen ist, habe ich die tibrigens minimale Aschenmenge 
— 1 mg und darunter — nicht in Abzug gebracht. 

Sehr héufig wurde das alkoholische Filtrat und der Wasch- 
alkohol noch auf einen etwaigen Gehalt an geléstem Gummi 
untersucht. Zu dem Zweck wurden die gesamten alkoholischen 
Filtrate verdampft, der Riickstand in einigen Kubikzentimetern 
Wasser gelost, filtriert, das Filtrat mit etwa !/2 Vol. rauchender 
Salzséiure versetzt, ca. 1 Minute im Sieden erhalten, nach dem 
Erkalten mit konzentrierter Natronlauge wtbersdttigt und mit 
Fehlingscher Lisung erhitzt: es wurde keine positive Trom- 
mersche Probe erhalten, wie es bei den geringsten Spuren 
von Gummi regelmafig der Fall ist. 

Das ganze Verfahren der Gummibestimmung kann aller- 
dings nicht auf die Bezeichnung eines quantitativen im strengsten 
sinne des Wortes Anspruch machen, der Fehler ist aber, da 
es sich ausnahmslos um sehr kleine Mengen von Gummi 
handelt, jedenfalls absolut sehr gering und auch relativ sicher 
nicht erheblich. 


I. Versuche mit frischer Hefe und Wasser. 


Den Ausgangspunkt bildete die schon in meiner friiheren 
Arbeit mitgeteilte Beobachtung, daB bei kurzem Digerieren von 
getrockneter Hefe mit Wasser bei Zimmertemperatur nur sehr 
wenig Gummi in Lésung geht. Ich setzte voraus, da dieses 
noch weniger, vielleicht gar nicht der Fall sein werde, wenn 
man bei mdglichst niedriger Temperatur arbeitet. Es wurde 
also die Hefe, das Wasser und alle in Betracht kommenden 
Utensilien méglichst auf 0° abgekihlt.?) 

Die PreBhefe wurde in einem Zylinder mit der doppelten 
Quantitat Eiswasser verriihrt. Die Verteilung geschah in mdg- 
lichst schonender Weise, um die Hefezellen méglichst wenig 
zu schadigen. Sie gelingt durch einfaches Riihren oder, rich- 
liger, rotierende Bewegungen mit dem Spatel. Die Mischung 





*) Die folgenden allgemeinen Bemerkungen gelten sinngemaf auch 
fir die anderen Versuchsanordnungen. 
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wurde durch ein nicht angefeuchtetes Filter (Schleicher und 
Schiitt 597) filtriert. Die ersten Kubikzentimeter, mitunter 
auch nur die ersten Tropfen, gehen etwas triibe durch, bald 
aber wurde nach ein- oder zweimaligem ZuritickgieBen das 
Filtrat ganz klar. Sobald dies eintrat, wurde der Zylinder mit 
dem aufgesetzten Trichter in den Eisschrank gestellt und bis 
zum nachsten Tage sich selbst tiberlassen. Die Filtration er- 
folgt auBerst langsam, liefert aber in der angegebenen Zeit 
geniigende Mengen von Filtrat. Das Filtrat war farblos und 
ganz klar, bei auffallendem Licht konnte man allenfalls einen 
leichten weiflichen Schimmer konstatieren; am Boden des 
Zylinders fand sich aber regelmafig eine kaum wahrnehmbare 
Schicht von Hefezellen abgesetzt. Die Fliissigkeit wurde daher, 
ohne diese Schicht aufzurthren, mit der Pipette abgesogen, 
dann erst nachtraglich das Volumen festgestellt. Versuche, 
in denen es nicht gelang, ein ganz klares Filtrat zu erhalten 
— das kam ab und zu vor —, wurden verworfen. 

Beziiglich des Verhaltens des Filtrates zu Reagenzien sei 
folgendes bemerkt. 

1. Erhitzen zum Sieden, auch unter Zusatz von Essig- 
siure -+- Chlornatrium: 0. 

2. Essigsaure +- Ferrocyankalium: 0. 

3. Millons Reagens: schwache rotliche Fiarbung. 

4, Sog. Xanthoproteinreaktion (nach Zusatz von Natron- 
lauge): schwache gelbliche Farbung. 

5. Phosphorwolframsaure -++ Salzsaure: leichte weifliche 
Triibung. 

6. Tannin: Opalescenz. 

Bei tropfenweisem Zusatz von Fehlingscher Lésung zu 
dem stark eingedampften, mit etwas Natronlauge versetzten 
Filtrat trat stets Violettfarbung ein: es war also zwar nicht 
gerinnbares Eiweif, wohl aber Albumose oder Pepton vorhanden. 

Zur Bestimmung der Trockensubstanz und Asche dienten 
25 cem, zur Gummibestimmung 60—80 ccm, zur Feststellung 
des Inversionsvermégens wurde 1 ccm zu 50 ccm einer un- 
gefahr 5 g Rohrzurcker enthaltenden Lésung gesetzt, 1 Stunae 
bei 40° digeriert, erhitzt, nach dem Erkalten auf 100 ccm 





Uber das Invertin der Hefe. II. 131 


aufgefiillt, 2,5—50 ccm, mitunter auch die ganze Quantitat zur 
Reduktion mit Fehlingscher Lésung verwendet. 
Die Resultate sind in folgender kleiner Tabelle zusammen- 


gestellt. 


xa . 
um- | Quan- Quan- 100 Teile des Ig anait des} 4.c¢m Verhiltnis des 


..., |Filtrates enthalten liefert |Quantitaét} organischen 
titat | “At Trocken-|Cu,0 aus Trockenriick- 


des Or- | riickstan-] Invert- des standes zu 
dem in 

1 stiin- 1 Stunde ge- 
| diger zuckers bildeten 
ecm |riickstand in % | Digestion Invertzucker 

















Hefe | trates] Trocken- | G2™™! | Gummi 


Invert- 


ov 
5 





| 


110 | 0,1048 | 0.0143] 109 | 0,3676 | 0,1690 161 
113 | 0,188 | 0.0298] 15,8 | 0,6282 | 0.3026 160,6 
110 | 0.1928 | 0,0283 14,6 0,6286 | 0,3026 156,9 


| 


Von dem Filtrat des Versuchs 3 wurde auferdem 1 ccm 
mit ea. 5 g Rohrzucker in 10 °/oiger Lésung 24 Stunden bei 
40° digeriert, auf 100 ccm aufgefiillt, 5 cem zur Bestimmung 
verwendet. Es wurde erhalten 0,453 Cu,O = 4,528 Invertzucker 
im ganzen. Die organische feste Substanz ist also imstande, 
in 24 Stunden das 2348fache ihres Gewichtes Invertzucker zu 
bilden resp. das 2140fache ihres Gewichtes Rohrzucker zu 
spalten; der Rohrzucker war zu mehr als */s invertiert. Wie 
sehr, nebenbei bemerkt, das Ferment durch die Einwirkung 
von Alkohol geschadigt wird, geht daraus hervor, dai das von 
Barth dargestellte «Invertin» in einer halben Stunde nur das 
20,8fache, also in 1 Stunde das 41,6fache des Gewichtes Invert- 
zucker bildete, wahrend in den obigen Versuchen ein Teil des 
organischen Trockenriickstandes das 160fache seines Gewichtes 
Invertzucker bildete, also fast 4mal so wirksam war, wie das 
isolierte Invertin. 

Aus diesen Versuchen geht hervor: 

1. DaB bei einfacher Digestion mit destilliertem Wasser 
auch bei méglichst niedriger Temperatur eine ansehnliche 
Quantitét Gummi in Lésung geht, ansehnlich in bezug auf die 
Quantitét der Trockensubstanz, dagegen nur ein sehr geringer 
Bruchteil des in der Hefe vorhandenen Gummis. Nach meinen 
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friiheren Versuchen') betragt der Gummigehalt der Prefhefe 
fast genau 2°/o.2) Die angewendeten 65 g Hefe des Versuches 1 
haben also enthalten 1,30 g Gummi, der Gehalt des Filtrates 
an Gummi betrug 0,0143 fiir 100 Teile, also fiir 130 ecm 
0,0186. Das ist etwa der 70. Teil des vorhandenen Gummis 
oder 1,4°/o desselben; ebenso berechnen sich fiir Versuch 2: 
2 °/o, fiir Versuch 3: 2,17 °/o. 

2. Es folgt ferner, daf auch, entgegen der gewohnlichen 
Annahme, Wasser ohne Anwendung eines Protoplasmagiftes 
oder des von Hoppe-Seyler urspriinglich angegebenen Athers 
eine erhebliche Menge Invertin aus der Hefe auszieht. Das 
geht eigentlich schon aus der Tatsache hervor, daf Hefe, in 
Rohrzuckerlésung verschiedenster Konzentration eingetragen, 
den Rohrzucker invertiert und in Giérung versetzt. Sehr be- 
merkenswert ist das konstante Verhiltnis zwischen dem orga- 
nischen Trockenriickstand und dem gebildeten Invertzucker. 
obwohl in Versuch 1 sehr viel weniger feste Substanz in 
Losung gegangen war. 

Da der gewiinschte Erfolg beziiglich des Gummigehaltes 
nicht erreicht war, versuchte ich nun zuniachst die Anwendung 
von Chloroformwasser. Die Versuchsanordnung war dieselbe, 
auch hier wurde von der Anwendung der Kialte Gebrauch 
gemacht. 


Il. Versuche mit frischer Hefe und Chloroformwasser. 


Beziiglich des allgemeinen Verhaltens der Filtrate gilt 
dasselbe, wie fiir die Ausziige mit Wasser. Auch diese Filtrate 
waren vollstindig klar, das gilt aber nur fiir den ersten Aus- 
zug, die folgenden (siehe weiter unten) hatten ein merklich 
opakes Aussehen. 

Das Verhalten zu Reagenzien war dasselbe, die Reaktionen 
waren jedoch, soweit sie iiberhaupt vorhanden, noch schwacher. 
Mit Millons Reagens z. B. entstand nur eine rotlichgelbe Tri- 
bung. Die eingedampften Lésungen gaben stets Biuretreaktion. 
Die Resultate sind in folgender Tabelle zusammengestellt. 

!) Ber. d. Deutsch. chem. Ges., Bd. XXVII, 5. 502. 


*) In spateren Versuchen mit kleineren Mengen Hefe habe ich etwas 
mehr gefunden, doch mag dies hier unberiicksichtigt bleiben. 
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—_— ~— ASSESSES 
| 100 Teile des Gehalt [1 ccm Fil- ay Der or- 
\um-| Quan-] 228D-| Ft rates enthalten| des or- | trat ie- [2PaM"A) ganische 
mer | titdit titat ganischenjferte Cu,O des aus Trockenriick- 
des Or- | Trocken- fausInvert-} 1 ccm | 4o0q verhal 
jes | der ack- how hei stand verhail 
Fil- | sanischen| ruc zuc gebildeten . 
Ver- | Hefe | trates : /Gummi]| Standes | 1stiim- | pai. sich zum 
a Trocken- | anGummij  diger Invertzucker 
suches g ccm |Tiickstand| in % | Digestion zuckers = 1: 
— | 
; | 96 | 140 | 0,1080 | 00191} 17,6 | 0,5084 | 0,251 232 
- 1400 | 156 | 0,2296 | Spur ™ 0,3232 | 0.1723 75 
s | 114 | 175 | 0,1288 | 00138] 10,8 0,567 0,285 221 
- | g8 | 155 | 0.2808 | 0,0102 3.6 0.3344 | 0,152 54 
va | -- | 156 | 0.1616 | Spur _ 0,2048 | 0,0893 5D 
-» | — | 158 | 0,1800 | 0 0 0,1268 | 0,0549 30,5 
-c | — | 160 | 01224 | 0 0 0,0982 | 0,0426 34,8 
vd} — | 155 | 0,1504 0 0 0,0623 | 0,0269 26,9 























Die Nummern 7 a—7d bediirfen der Erliuterung. 
Es schien mir nicht undenkbar, da eine zweite Extraktion 
: | der bereits einmal extrahierten Hefe mit Chloroformwasser ein 
: '  gummifreies, aber doch noch fermenthaltiges Filtrat liefern 
| kénne. Der bei Versuch 7 gebliebene Riickstand wurde daher 
! ' samt dem Filter mit kaltem Chloroformwasser geschiittelt: 
' Versuch 7a. Ebenso wurde mit dem dabei gebliebenen Riick- 
stand verfahren. Der nun gebliebene, aus Hefe und Papier- 
fasern bestehende Riickstand wurde, so gut es ging, vom Filter 
genommen und wieder mit Chloroformwasser tibergossen: Ver- 

such 7c, ebenso ergab die nochmalige Extraktion 7 d. 
Beziiglich des Gehaltes der Filtrate an Gummi hat die 
Extraktion mit Chloroformwasser nichts wesentlich anderes er- 
geben, wie die mit Wasser allein, nur in Versuch 7 war der 
Gehalt an Gummi, bezogen auf den organischen Trockenriick- 
stand, erheblich geringer, in Versuch 5 sind nur Spuren in 
Losung gegangen, dagegen hat es sich gezeigt, daB die auf die 
erste Extraktion folgenden ein Filtrat liefern, welches Invertin, 
aber kein Gummi enthilt. Wenn der Gehalt an Invertin auch 


a 


gering ist, so ist damit doch prinzipiell der Beweis geliefert, daB 
das Invertin von Gummi unabhingig ist, daB der bisher konstant 
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gefundene Gummigehalt der Invertinpraparate nur eine Verun- 
reinigung darstellt, wie ich stets behauptet habe. Es ist woh| 
moéglich, daf auch bei Anwendung von Wasser allein sich die 
spateren Extrakte als gummifrei erweisen wiirden, ich fand 
es aber tiberfliissig, diese Versuche noch anzustellen. 

Sehr auffallend sind die grofen Unregelmafigkeiten in 
dem Gehalt der Ausziige an Trockensubstanz und in ihrem 
Inversionsvermégen. Eine Erklérung derselben vermag ich 
nicht zu geben: sie miissen an Verschiedenheiten der Pref&hefe 
oder an kleinen Abweichungen bei der Extraktion einschlief- 
lich der doch etwas wechselnden Temperatur gelegen sein. 

Bemerkenswert erscheint, dafi auch die fiinfte Extraktion 
mit Chloroformwasser immer noch Invertin im Auszug ergab. 
Um den Verdacht auszuschlieBen, daf die Reduktion vielleicht 
gar nicht vom gebildeten Invertzucker, sondern von dem Chloro- 
formgehalt des Auszuges herriihre, wurde folgender Versuch 
ausgefiihrt. 1 cem Chloroformwasser wurde zu 50 ccm Wasser 
gesetzt und die Mischung 1 Stunde lang im Glasstdépselzylinder 
(alle Versuche sind in solchen ausgefiihrt) in den Thermostaten 
gestellt, dann in verdiinnte, siedende Fehlingsche Lésung 
(50 cem Lésung 50 ccm Wasser) gegossen und 2 Minuten im 
Sieden erhalten. Es schied sich keine Spur von Kupferoxydul 
aus. Damit ist festgestellt, daf der fiinfte Anszug tatsichlich 
noch Invertin enthailt. 

Ja! selbst mit der fiinften Extraktion ist der Invertinge- 
halt noch nicht erschépft! Der auf dem Filter gebliebene Riick- 
stand wurde sich selbst iiberlassen und ging dabei in starke 
Faulnis tiber. Nach 6 Tagen wurde er mit der in den friihern 
Versuchen 7 angewendeten Quantitat — 176 ccm — Chloro- 
formwasser durchgeschiittelt und filtriert. Das Filtrat (die 
Quantitat ist nicht notiert) enthielt reichlich Gummi, in 100 Teilen 
0,9128 Trockenriickstand, wovon 0,2812 anorganisch, also 
0,6256 organisch. 1 ccm mit 5 g Rohrzucker 1 Stunde digeriert 
gab 0,1422 CuO, also mehr als doppelt soviel, wie die letzte 
Extraktion. Die Widerstandsfahigkeit des Invertin gegen Faul- 
nis ist sehr bemerkenswert und ein weiterer Beweis fiir dic 


Nichteiweifnatur desselben. 
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Um die Widerstandsfahigkeit des Invertins gegen Faulnis 
noch weiterhin zu erproben, wurde folgender Versuch angestellt. 

95 g PreBhefe wurden in 190 ccm Wasser verteilt, etwa 
i cem einer faulenden Fleischmaceration hinzugesetzt und die 
Mischung in einen Warmeschrank (40°) gestellt. Schon am 
nichsten Tage war intensive Faéulnis zu konstatieren. Die 
Mischung blieb im ganzen 4 Tage im Warmeschrank, wurde 
dann, nachdem sie noch 24 Stunden im Eisschrank gestanden 
hatte, durch ein trockenes Filter filtriert. Dar Filtrat war nach 
mehrmaligem Zurickgiefen der ersten Anteile ganz klar (bis 
auf einen ganz diinnen Bodensatz), gelb gefiirbt. Abfiltriertes 
Volumen 192 ccm.?) 

1 ccm wurde nun zu 5 g Rohrzucker in 10°/oiger Lésung 
gesetzt, 1 Stunde bei 40° digeriert, erhitzt, auf 100 ccm (nach 
dem Abkiithlen) aufgefiillt. 50 cem gaben 0,4618 Cu,O0 = 
(,2293 Invertzucker, also ftir die ganze Quantitaét 0,4586 g. 
Das ist bedeutend mehr, als bei den Versuchen der Extraktion 
mit Wasser gefunden wurde (die betreffenden Werte sind 
0,169 — 0,3026 — 0,3026 Invertzucker). Man kann also wohl 
mit Bestimmtheit sagen, daf das Invertin durch viertégige inten- 
sive Faulnis nicht angegriffen wird. 

Vielleicht ist in dem Verhalten der Fermente zu Fiaul- 
nisbakterien ein Hilfsmittel zur Erforschung ihrer Natur gegeben. 
Ich méchte mir vorbehalten, die Versuche mit Invertin nach 
dieser Richtung hin fortzusetzen und sie auf andere Fermente 
auszudehnen. 


III. Versuche mit Trockenhefe und Wasser. 


Da die ersten Beobachtungen tiber geringen Gehalt der 
Ausziige an Gummi mit Trockenhefe angestellt waren — es 
ist darunter stets an der Luft getrocknete und dann 6 Stunden 
bei 110° erhitzte Hefe verstanden —, so habe ich auch mit 
dieser Versuche angestellt. 





') Daf’ in diesem Falle die Quantitat des Filtrates grifer war, als 
die Quantitét des angewendeten Wassers, trotzdem nicht alles abfiltriert 
war, rihrt davon her, dafs die Hefe bis auf einen unbedeutenden Rest 
in Lésung gegangen war. 
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10 g Trockenhefe wurden mit 80 ccm') Eiswasser (resp. 
15 g mit 120 ccm) in einer eiskalten Reibschale verrieben, und 
im Eisschrank durch ein nicht angefeuchtetes Filter filtriert. 
Die Filtration erfolgte 4uferst langsam, war jedoch am niichsten 
Tage oder im Lauf des nichsten Tags ganz oder nahezu bhe- 
endigt. Das Filtrat war — nach mehrmaligem Zuritickgiefen 
der ersten Anteile — ganz klar, jedoch gelblich gefarbt. Es 
enthielt stets reichlich Eiweifi und auch viel Albumose, was 
sich aus der bei der Darstellung der Trockenhefe stattfindenden 


Autolyse erklart. 


durch Essigsaure fallbarer. 

Vom Filtrat dienten 10 ccm zur Bestimmung von Trocken- 
riickstand und Asche, 1 ccm zur Feststellung des Inversions- 
vermogens (dabei wurde die invertierte Zuckerlésung auf 100 ccm 
aufgefiillt und 50 oder 25 ccm zur Bestimmung verwendet), der 
Rest zur Gummibestimmung. 


Drei Versuche ergaben folgende Resultate: 


Unter den Eiweifk6rpern befindet sich ein 














100 Teile des | Gehalt |1 ccm Fil- easy | Verhailtmis 
Num- } Quan- uan- titat 
_ ys Qt ., |Filtrates enthalten}] des or- | trat lie- = aes des or- 
mer | [tat | litat ganischen|ferte Cu,O} @€5 aUS J ganic). 
ies der des Or- Trocken- ausInvert-| 1 ccm ih anata 
| {Trocken-} Fil- |ganischen | tack- | zucker [gebildeten| oo dos ay: 
Ver- | Pe " Gummi] Standes |bei 1 stiin- Reaiiail eS zu 
aaitiaall | Trocken- anGummij _ diger Invertzucker 
g cem | riickstand in % | Digestion zuckers -_ 
8 10 52 2,440 | 0,0755 3,1 0,8145 0,3896 16.0 
9 10 52 2,256 | 0,0813 3,6 0,9320 0,4572 20,3 
10 15 67 2,570 | 0,0086 0,33 1,116 0,560 218 


























Wie man sieht, sind die aus der Trockenhefe erhaltenen 
Lésungen etwa 10mal so konzentriert oder noch mehr, wie 
die aus frischer Hefe gewonnenen. Dem entspricht auch ein 
weil héherer Gehalt an Gummi, wenigstens in 2 Versuchen. 
Bezogen auf den Trockenriickstand ist der Gummigehalt aller- 
dings geringer, in einem Falle erheblich geringer. Die Wirk- 





') Anfangs wurden nur 50 ccm genommen, doch war diese Mischung 
nicht filtrierbar. 
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samkeit der Filtrate ist etwas, aber nur unbedeutend groBer, 


wie die aus frischer Hefe. 


Bezieht man aber die Wirksamkeit 


auf den Gehalt an Trockensubstanz, so erscheint sie unver- 
gleichlich geringer, als bei der frischen Hefe, mit anderen Worten: 
die aus der Trockenhefe erhaltenen Fermentlésungen sind weit 
unreiner. 


IV. Versuche mit Trockenhefe und Chloroformwasser. 


Mehr der Volistandigkeit wegen und ohne mir besonders 
viel davon zu versprechen, habe ich noch Versuche mit Trocken- 
hefe und Chloroformwasser, gleichfalls bei méglichst niedriger 
Temperatur ausgefiihrt. Gegen meine Erwartung zeigten sich in 
zwei von den drei angestellten Versuchen die Filtrate gummifrei. 

Uber die Anstellung der Versuche habe ich nichts weiter 
zu sagen, die Filtrate waren ganz klar, gelblich, das Verhalten 
zu Reagenzien ganz ebenso wie das der Filtrate mit Wasser. 
Der dritte Versuch (Nr. 13) verlief abnorm. Obwohl bei diesem 
20 g Trockenhefe und 160 Chloroformwasser zur Anwendung 
kamen, waren am niachsten Tage kaum 25 ccm durchfiltriert, 
nach 48 Stunden 48 ccm. Die Resultate sind tabellarisch zu- 









































sammengestellt. 
; +. _. | Verhialtnis 
pene : ae Se ae a eee FisaP ie. Quanhtat) des or- 
itt | titat ganischen|ferte Cu,0} des aus ganischen 
des | der des Or- | — ory 1 ccm Pindiensiiele. 
Trocken-| Fil- ganischen| Piso ah Aeyerl gebildeten iil aun 
hefe | trates | Trocken- neni anGummi]  diger Invert- Invertzucker 
g eem riickstand in % | Digestion zuckers = 1: 
it 15 70 2,358 0 0 0,7958 0,3583 15,0 
12 15 70 2,308 0 0 0,8152 0,3796 16,3 
P13 | 20 48 2,220 | 0,0400 1,8 0,8816 | 0,3852 17,3 


Uberblickt man die Gesamtheit der Versuche, so laft sich 
nicht verkennen, daf die Ergebnisse wegen ihrer fast in allen 
Punkten — oder wenigstens in sehr vielen — hervortretenden 
Inkonstanz, fiir die eine Erklirung mangelt, etwas sehr Unbe- 
lriedigendes haben, indessen steht doch soviel fest, daB es 
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unter Umstanden gelingt, stark wirksame Invertinlésungen zy 
erhalten, in denen sich auch nach starkem Eindampfen Gummi 
nicht nachweisen labBt. 

Weiterhin habe ich noch versucht, aus gummihaltigen 
wirksamen Lésungen das Gummi durch Fallungsmittel resp. 
Adsorbentien auszufallen, diesen bisher negativ ausgefallenen 
Versuchen aber keine gréfere Ausdehnung gegeben, da mir 
durch die vorliegenden Versuche genitigend erwiesen zu sein 
scheint, daB das Gummi nichts mit dem Invertinmolekiil zu tun 
hat. Aus diesem Grunde habe ich auch Versuche mit Dauerhefe 


fiir entbehrlich gehalten. 


Zusammenfassung. 


1. Bei der Extraktion von PreBhefe mit Wasser bei mig- 
lichst niedriger Temperatur gehen entgegen der gewohnlichen 
Annahme erhebliche Mengen von Invertin in Losung: die orga- 
nische feste Substanz derselben bildete in einer Stunde bei 40° 
das 160fache ihres Gewichtes an Invertzucker. 

2. Diese Ausziige enthalten ebenso wie die entsprechenden 
Chloroformwasserausziige kein Eiweif, dagegen kleine Mengen 
von Albumosen, sie enthalten ferner in der Regel Gummi, jedoch 
gelingt es, wenigstens mit Chloroformwasser, auch gummi- 
freie Ausziige zu erhalten. 

3. Die Ausztige aus getrockneter erhitzter Hefe mit Wasser 
oder Chloroformwasser enthalten etwas mehr Ferment, wie 
die mit frischer Hefe, da sie aber sehr reich sind an geldster 
Substanz, so ist das Verhiltnis von fester (organischer) Sub- 
stanz zu dem in 1 Stunde gebildeten Invertzucker ein sehr 
ungiinstiges, im besten Fall = 1: 21,8. 

4. Auch die Ausziige aus getrockneter erhitzter Hefe sind 
unter Umstanden gummifrei. 

5. Das Invertin enthalt kein Gummi im Molekiil. 

6. Das Invertin bleibt beim Faulen der Hefe unverandert, 
wird also durch Faulnisbakterien nicht angegriffen. 











Beitrage zur Kenntnis des Caseins und Paracaseins. 


Von 
Dr. T. Kikkoji aus Kioto (Japan). 





(Aus der chemischen Abteilung des pathologischen Instituts der Universitit zu Berlin.) 


(Der Redaktion zugegangen am 29, Juni 1909.) 





In einer Arbeit tiber die spontane Ausscheidung einer 
Caseinverbindung aus der Kuhmilch hat Luigi Preti') darauf 
hingedeutet, daB feuchtes Paracasein sich in einer Suspension 
von Caleiumcarbonat etwas mehr als trockenes zu lésen scheint. 
Er gab ferner in derselben kurz an, da8 mit verdiinnter Salz- 
siiure (ca. 10°/o) extrahiertes Paracasein den normalen Phosphor- 
sehalt des Caseins aufwies, und daher der hohe Phosphor- 
gehalt desselben wohl ausschlieBlich auf den gréSeren Gehalt 
an Calciumphosphat zu beziehen sei. Er versuchte weiter, 
das Paracasein durch Labferment zur Gerinnung zu bringen, 
der Versuch miflang jedoch dadurch, daB beim Zusatz von 
Phosphorséure zu der Lésung des Paracaseins in Kalkwasser 
immer Niederschlige sich bildeten, lange ehe neutrale Reaktion 
erreicht war. Die Unmdglichkeit, den Versuch anzustellen, 
schrieb er mit Wahrscheinlichkeit dem Umstand zu, daf das 
angewandte Paracasein nicht gereinigt und sehr kalkreich war, 
Er stellte den Versuch nur mit der alkalisch reagierenden 
Paracaseinlésung an, naturgem&8 ohne zur Entscheidung zu 
gelangen. Unter diesen Umstanden habe ich auf Veranlassung 
von Professor E. Salkowski Untersuchungen ausgefiihrt in 
bezug auf die folgenden Fragen: 

I. a) Die Léslichkeit der beiden, nicht weiter gereinigten 
feuchten Caseine und des kauflichen «Casein» nach Ham- 
marsten beim Verreiben mit frisch gefalltem, gut ausgewa- 


eee 


') Diese Zeitschrift, Bd. LIII, S. 419. 
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schenem Calcium-, Baryum-, Strontium-, Magnesiumcarbonat 
und Zinkcarbonat. 

b) Wie die Léslichkeit der Caseine von der Temperatur 
beeinfluBt wird. 

Il. Ob sich der Phosphorgehalt des Paracaseins sicher 
bis 0,85°/o erniedrigen laBt 

a) durch wiederholtes Umfallen aus der alkalischen Lisung 
mit Saure, 

b) durch blofes Ausziehen mit Saure. 

Ill. Ob das gereinigte Paracasein sich durch Lab zur 
Gerinnung bringen 1aft. 

I. Die Préparate, die zu diesen Versuchen dienten, habe 
ich so dargestellt und zwar jedesmal von neuem, dal rohe 
Milch zuerst mit dem doppeltem Volumen Wasser verdiinnt und 
in zwei Teile geteilt wurde. In einem Teile wurde Casein mit 
stark verdiinnter Essigséure ausgefallt, dem anderen auf je 
100 cem 5 ecem einer 0,1°/oigen Labpulverlésung hinzugefiigt, 
in den Brutschrank eingestellt usw. Beide Niederschlige 
wurden mit Wasser griindlich ausgewaschen und schlieBlich 
zwischen Leinentiichern gut abgepreft. Die Bestimmung tiber 
die Léslichkeit wurde der Vollstandigkeit halber sowohl mit 
dem feuchten Rohcasein und Paracasein, als auch mit Casein 
nach Hammarsten, und trockenem Rohparacasein, welches 
nur einmal mit Alkohol und Ather behandelt war, ausgefiihrt. 
Ca. 4g Casein oder Paracasein wurden mit 300 ccm Wasser 
unter Zusatz von dem betreffenden frischgefallten, gut ausge- 
waschenen Carbonat in der Reibschale langere Zeit verrieben, 
dann wurde der eine Teil sofort durch ein trocknes Filter 
(Schleicher & Schill 597) filtriert, der andere Teil in einem 
Erlenmeyer-Kolben auf dem Wasserbade unter oftmaligem 
Umschiitteln erwirmt und dann in der Warme filtriert. 

Ein anderes Mal habe ich beide Filtrate ca. 15—20 Minuten 
lang stark zentrifugiert (das in der Warme bereitete Filtrat 
immer unter Warmhalten usw.) und wieder filtriert. In den 
gewonnenen Filtraten wurden sofort N und das betreffende 
Metall bestimmt. 

Die Calciumbestimmung geschah so, da8 eine abgemessene 
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Menge des Filtrates in der Platinschale abgedampft, der Riick- 
stand mit Salpetermischung geschmolzen, in Wasser unter 
Zusatz von Salpetersaure geldst, die Lésung in der iiblichen 
Weise mit oxalsaurem Ammon gefallt wurde. Baryum, Magne- 
sium, Strontium und Zink wurden so bestimmt, daf eine 
gewisse Menge Filtrat nach A. Neumann in einem Kjeldahl- 
kolben mit Schwefelsiure und wenig Salpetersiure erhitzt 
wurde, bis die Fliissigkeit ganz farblos geworden war. Die 
erkaltete Fliissigkeit wurde mit Wasser verdiinnt und bei den 
anderen Elementen aufer Zink quantitativ allméhlich in eine 
abgewogene Platinschale iibergeftihrt, auf dem Sandbade er- 
hitzt, bis tiberschiissige Schwefelsiure verjagt war, der Riick- 
stand schlieBlich ma&fig gegliht. Das Zink wurde aus der 
verdiinnten Lésung mit Natriumcarbonatlésung gefallt und als 
kohlensaures Zink bestimmt usw. 

Casein- und Paracaseinfiltrate reagierten fast neutral oder 
juberst schwach alkalisch gegen Lackmus, nur das Magnesium- 
caseinatfiltrat alkalisch. Der Unterschied zwischen den Filtraten 
in der Waérme und in der Zimmertemperatur war ganz deutlich ; 
die in der Warme hergestellten L6sungen waren opalisierend, 
milchig, wahrend bei Zimmertemperatur hergestellte nur leicht 
triib erschienen. Beim Erwarmen nahm die Opalescenz dieser 
Losungen zu, beim Erkalten wieder ab, indessen blieben je 
nach der Hohe der angewendeten Temperatur und Dauer der 
Erwairmung mehr oder weniger feine suspendierte Koagulum- 
partikelchen zuriick. Diese Tatsache lief schon vermuten, dab 
die Temperaturerhéhung die Léslichkeit der Caseine nicht 
giinstig beeinflussen werde. Dem entsprechen die Analysen- 
resultate. Beim Casein sind die Analysen sowohl der nur 
filtrierten, als auch der noch dazu zentrifugierten und dann 
nochmals filtrierten Filtrate mitgeteilt, bei Paracasein nur die 
der filtrierten, weil bei letzterem die Resultate der beiden 
Losungen fast iibereinstimmten. 

Aus Tabelle I ergeben sich folgende SchluSfolgerungen. 

1. Die angewendeten Praparate lésen sich in sehr ver- 
schiedenem Grade in der Suspension von kohlensaurem Kalk, 
am wenigsten das trockene Paracasein, ihm folgen der Reihe 
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I. Versuch mit Calciumcarbonat. 
100 ccm Filtrat enthalten: 


Casein nach Trockenes Feuchtes 


Ver- Feuchtes 
Roh- Roh- 


paracasein | paracasein 





Ham- 


Sdurecasein 
marsten ° 





— 


N Ca N Ca N Ca 





Zimmer- 
tem- 


peratur 


0,1394 
0,1421 
0,1358 
0,1165 


0,0247 
| 0,0248 
0,0247 
0,0215 





0,0815 
0,0322 
0,0315 
0,0287 





0,0114 
0,0119 
0,0117 
0,0154 


0,0045) 0,005 


0,0040 





0,0048 








II]. Versuch mit Baryumcarbonat. 





0,1409 0,0203 


0.1414 0,0221 
0.1184 0,0218 


| 
0,1142, 0,0203 





| 
0,0818) 0,0112 
0,0825) 0,0110 


0,0298) 0,0113 





0,0277) 0,0149 





100 ccm Filtrat enthalten: 














= 
Ver- 


suchs- 
num- 


Casein nach 
Ham- 


marsten 


Feuchtes 


Sdurecasein 


Trockenes 
Roh- 
paracasein 





0,0017, 0,0029 
0,0027 0,003! 


Feuchtes 
Roh- 
paracasein 





N Ba 


| 


N | Ba 





Zimmer- 
tem- 


peratur 


| 
0,1212) 0,0412 


| 
0,0301 0,0321 


0,1330 
0,1123 
0,1134 


| 0,0407 
0,0406 
0,0407 


0,0275 
0,0299 
0,0294 


0,0161 
0,0159 
0,0169 





In der 


Warme 








0,1218 


0,0411 








0.1334 0,0405 
0,1120) 0,0405 
0,0948) 0,0380 


0,0308 
0,0315 
0,0218 
0.0280 








0,0320 
0,0158 
0,0141 
0,0153 

















0,0100 
0,0110 


‘) In allen Tabellen beziehen sich die Zahlen mit einem ‘ auf die- 
selben Filtrate zentrifugiert. 





ul 
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III]. Versuch mit Strontiumearbonat. 


100 cem Filtrat enthalten: 
a ____} 
































Ver- | Casein nache| —_— Trockenes Feuchtes 
num-}| Marsten Saurecanein paracasein | paracasein 
mer} N | Sr | N | Sr | N | Sr | N | Se 
| 
vinmer| 2 | 01456 0,0421 0,0822 0,0145] 0,017) 0,0067} 0,0025, 0,0048 
2 10,1442) 0,0420 0,0308) 0,0150] 0,0020) 0,0088} 0,0029) 0,0051 
tem- | | 
14 10,1316) 0,042 0,0294 0.0143] — | — | — | — 
peratur} 9 10,1260, 0,0429 0,0308,0,0149} — | — | — | — 
| ~ 
3 | 0,1461 0,0384] 0,0328) 0,0145] 0,0015! 0,0064] 0,0022! 0,0047 
in der | 4 —[0,1470, 0,0382} 0,0310/ 0,0149] 0,0017/ 0,0084] 0,027] 0,0049 
Wirme| 3° |0,1190| 0,0409| 0,0280/0,0144) — | — | — | — 
4 |0,1120' 0,0382] 0,0294) 001447 — | — | — | — 








IV. Versuch mit Magnesiumcarbonat. 


100 ccm Filtrat enthalten: 
ee nnd 
































Ver- | Casein nach} perchtes Trockenes Feuchtes 
suchs- H am- Roh- Roh- 
num-{| Marsten Sdurecasein paracasein | paracasein 
mer} N | Mg | N | Mg | N | Me | N | Mg 
| | | 
Zimmer-| 2 | 04988 0,0227] 0,0526, 0,0264] 0,0196, 0,0269} 0,0084, 0,0189 
: 2 10,1946 0.0240] 0,0336, 0,0276] 0,0210} 0,0233] 0,0129, 0,0301 
em- 
1’ |0,1960  0,0226) 0,0263) 00184, — | — | — | — 
peratur | 97 10,1890, 0,0227] 0,0352/ 00269 — | — | — | — 
3 10,2066 0,0225] 0,0528 0,0263 0,0192, 0,0263] 0,0070 0,0172 
in der | 4 10,1956. 0,0229] 0,0336! 0,0274] 0,0154] 0,0217] 0.0056) 0,0134 
| | 
Wiirme} 3’ | 0,1848) 0,022} 0,0261| 00180] — | — | — | — 
4’ 10,1834 0,0218} 0,0329 0,0242) — | — | — | — 
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nach das feuchte Paracasein, das feuchte nicht gereinigte 
Saurecasein, das Casein nach Hammarsten. Die Unterschiede 
zwischen den beiden letzteren sind besonders gro8. Die An- 
wesenheit anorganischer Salze im Saurecasein, vielleicht auch 
die des Fettes ist ein Hindernis fiir die Lésung d. h. fiir die 
Bildung des léslichen Calciumsalzes. 

2. Die Loslichkeit si&émtlicher Produkte nimmt in der 
Warme etwas ab, doch findet sich bei den nicht zentrifugierten 
Filtraten mitunter das Gegenteil infolge des Passierens feinster 
Fléckchen durch das Filter. Aus den in Tabelle II u. Ill ent- 
haltenen Versuchen mit Baryum- und Strontiumcarbonat er- 
geben sich im allgemeinen dieselben SchluBfolgerungen. 

Bei Anwendung von Magnesiumcarbonat (Tabelle IV) ist 
der Unterschied zwischen Zimmertemperatur und Warme nicht 
deutlich zu erkennen, im iibrigen ist das Verhalten dasselbe, 
das feuchte Paracasein lést sich indessen nicht mehr als das 
trockene. 

In den Filtraten beider Caseine in der Suspension von 
Zinkcarbonat und Wasser wurden nur minimale Menge von 
Stickstoff und Metall gefunden. 

II. Zu diesem Versuche wurde das Paracasein aus Kuh- 
milch dargestellt und gereinigt 

a) durch mehrmaliges Aufl6sen (4—5mal) in Wasser mit 
Hilfe von stark verdiinnter Natronlauge (ca. "/100-Lauge) und 
Ausfillung mit sehr verdiinnter Essigséure, griindliches Aus- 
waschen mit Wasser, Entwiésserung und Entfettung mit Alkohol 
und Ather usw., 

b) durch wiederholtes Ausziehen mit ca. 5°/oiger HCl. 

Beide Praparate wurden im Exsikkator tiber Schwefel- 
siure getrocknet und analysiert. 

a) Die Analysen des durch Umfallung aus der alkalischen 
Lésung mit Siure gereinigten Paracaseins ergaben: 

0,6144 g Substanz gaben 0,0184 g Mg,P,0, = 0,84 %o P. 

0,6247 » . »  0,0189 » > = 0,85°%o » 

0,3165 » » >»  0,0100 » > = 0,88 %o » 

b) Die Analysen des durch bloBes Ausziehen mit Saure 
gereinigten Paracaseins ergaben: 











ie 
é 
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0,7438 g Substanz gaben 0,0227 g Mg,P,0, = 0,85 °o P. 
0,5300 » > »  0,0158 » > = 0,83 °%o » 
0,5284 » > >» 0,0164 » > = 0,87 %o » 


ee. 








Phosphorgehalt des durch | Phosphorgehalt des durch 
Versuchs- Umfallung aus der alkali-| blofes Ausziehen mit 
schen Lésung mit Saéure | Sdure gereinigten Para- 
nummer gereinigten Paracaseins caseins 
9% a 
I 0,84 0,85 
II 0,85 0,83 
Ill 0,88 0,87 
Mittelzahl . .. . 0,86 0,85 








Durch nebenher ausgefiihrte Calciumbestimmungen einer- 
seits mit Rohparacasein, anderseits mit den gereinigten Pra- 
paraten konnte ich mich tberzeugen, da der Calciumgehalt 
der letzteren sehr niedrig war, wahrend der von dem Roh- 
paracasein 1,2—2,1°/o betrug. Der Versuch zeigt mit Sicher- 
heit, daB der Phosphorgehalt des gereinigten Paracaseins so 
gut wie vollstaéndig mit dem des Caseins tibereinstimmt, und 
sich daher der hohe Phosphorgehalt des nicht gereinigten Para- 
caseins auf den héheren Gehalt an Calciumphosphat bezieht. 

Il]. Um den Gerinnungsversuch des Paracaseins anzustellen, 
habe ich die in der oben erwahnten Weise gereinigten, wenig 
phosphorhaltigen Priparate angewandt. Nach Courant wurde 
0,3 g gereinigtes Paracasein in 10 ccm gesattigten Kalkwassers 
gelést und soviel Phosphorséure langsam hinzugefiigt, bis die 
Losung fiir Phenolphthalein neutral reagierte. Beim Zufiigen von 
Phosphorséure entstanden mehr oder weniger Niederschlage, 
doch durch starkes Umriihren verschwanden sie bis auf geringe 
Fléckechen, Daher beruht es ohne Zweifel auf gréBerem Kalk- 
gehalt des Paracaseins, daB in den Versuchen von Preti bei 
der Neutralisation der Rohparacaseinkalkwasserlisung mit Phos- 
phorsdure eine Fallung entstand. Die Proben der nochmals 
liltrierten neutralen Paracaseinlésung wurden unter Zusatz von 


rohem und gekochtem Lab lange Zeit bei 37—-38° gehalten. 
10* 
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Zwischen beiden zeigte sich immer gar kein Unterschied. In 
den wiederholten, gleichartig angestellten Versuchen war die 
Gerinnung niemals zu erhalten. Ein anderes Mal wurde der 
Versuch so angestellt, daf der neutralen Paracaseinlésung eine 
geringe Menge von den die Caseinfillung begiinstigenden Mitteln 
Chlorcalcium, Calciumsulfat usw. hinzugefiigt wurde. Das Er- 
gebnis war wieder negativ. 

Nach diesen Versuchen lift sich auch das gereinigte Para- 
casein durch Lab nicht zur Gerinnung bringen, in Uberein- 
stimmung mit unseren heutigen von Hammarsten u. A. be- 
griindeten Anschauungen tiber den Vorgang der Labgerinnung 
und in Widerspruch mit den Ansichten von Loewenhardt,') 
der Casein und Paracasein fiir denselben chemischen Korper hiilt. 





') Diese Zeitschrift, Bd. XLI, S. 177. 














Uber die Wirkung des Labs auf Paracaseinkalk. 
Von 


W. van Dam. 


Mit zwei Kurvenzeichnungen. 


(Der Redaktion zugegangen am 30, Juni 1909.) 


Bei meinen Untersuchungen iiber den Edamerkiseberei- 
tungsprozeB, tiber welche an anderer Stelle ausfiihrlich be- 
richtet werden soll, bin ich zu Resultaten gelangt, welche auch 
fiir die Leser dieser Zeitschrift von Interesse sein mdochten. 

In einer friiheren Arbeit!) wurde gezeigt, dali das Lab- 
enzym in seiner Wirkung stark beeinfluBt wird von Wasser- 
stoffionen, und zwar ist die Gerinnungsgeschwindigkeit der 
Konzentration dieser lonen proportional. Nach der Auffassung 
Sawjalows,?) welcher Gewin*) sich auch auf Grund der 
Untersuchungen van Herwerdens anschlieBt, ist die Milch- 
gerinnung als eine Folge der anfangenden Caseinverdauung zu 
betrachten. Von diesem Gesichtspunkte aus wire also obiges 
Resultat so zu deuten, dai die Geschwindigkeit der Casein- 
verdauung durch Lab im Anfang den Wasserstoffionen pro- 
portional gesetzt werden kann. Petry hat gefunden, daf die 
Labwirkung nach dem Gerinnen weitergeht. Es war interessant, 
zu wissen, wie die Verdauung des Paracaseinkalkes durch das 
Labenzym von der Konzentration der Wasserstoffionen abhiingt. 
Ich bin in folgender Weise zu Werke gegangen. 





') Beitrag zur Kenntnis der Labgerinnung. Diese Zeitschrift, Bd. LVIII, 
». 295. 

*) Zur Frage nach der Identitét von Pepsin und Chymosin. Diese 
Zeitschrift, Bd. XLVI, S. 307. 

3) Pepsin und Chymosin. Diese Zeitschrift, Bd. LIV, S. 32. 
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5 1 scharf zentrifugierte frische Milch wurden bei + 30°C, 
mit Lab versetzt; nach einer Viertelstunde trat Gerinnung ein, 
Die Masse wurde nun sogleich in 20 1 kaltes Wasser gegossen, 
nach dem Absitzen wurde dekantiert und von neuem 20 | 
Wasser zugegeben. Nach sechsmaliger Wiederholung dieser 
Operation, wobei médglichst schnell gearbeitet wurde, filtrierte 
ich durch Nesseltuch und verrieb die Masse mit Alkohol. Nach 
Filtrieren und Abwaschen mit 96°/oigem Alkohol auf dem 
Saugetrichter wurde das erhaltene Produkt in Ather gebracht 
und schlieflich griindlich mit Ather gewaschen. Bei sorgfaltiger 
Arbeit wird ein staubfeines Préparat erhalten, das also aus 
Paracaseinkalk mit den unléslichen Milchphosphaten zusammen- 
gesetzt ist. Mit diesem Pulver wurde folgender Versuch gemacht. 

Acht weite, innen paraffinierte Reagierrdhren wurden 
mit derselben Menge des Praéparates beschickt (4 g auf jedes 
Rohr). Vier der Glaser wurden dann mit 35 ccm CO,-freier 
verdiinnter Salzsdure in steigenden Konzentrationen und 80 mg 
Thymol versetzt und in einem grofen Thermostaten bei 25° (. 
sehr langsam rotiert wihrend 24 Stunden; dann wurde jedem 
Rohr 5 ccm Lab (van Hasselt) zugesetzt und von neuem 
42 Stunden lang geschiittelt. Gleichzeitig wurden die vier 
andern Glaser, welche von Anfang an mit denselben Salzsaure- 
lésungen und Thymol rotiert waren, mit 5 ccm Lab, das aber durch 
dreistiindiges Erhitzen get6tet war, versetzt und ebenfalls bei 
25° C. geschiittelt; diese dienten also als Kontrollréhren. Nach 
66 Stunden im ganzen also wurden die Loésungen filtriert und im 
Filtrate der Stickstoff nach Kjeldahl! bestimmt und die Wasser- 
stoffionenkonzentration gemessen. Das Resultat gibt Tabelle I. 











Tabelle I. 
: ; ae i 
| Cy x 10° |N (ccm 4/10-n-Saure)| N im Kontrollrohr | Verdaut 
ie 0,105 12,2 1,7 10,5 
2, 0,33 20,2 24 17,8 
3. 0,78 27,6 3,2 24.4 
4. 1,36 28,9 2.6 26,3 
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Graphisch dargestellt liefert diese Tabelle Kurve 1. 
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Fig. 1. 


Man sieht auch hier die Labwirkung stark zunehmen bei 
steigender Wasserstoffionenkonzentration. Bei den hdheren 
Konzentrationen lauft die Kurve der Abszisse fast parallel. Das 
ist wohl dem Umstande zuzuschreiben, daf fiir 4 schon 58,2 °/o 
des Gesamteiweifes in lésliche Form tibergefiihrt worden war; 
die hemmende Wirkung der Zersetzungsprodukte erkliart voll- 
kommen die Kriimmung nach der X-Achse. So wurde fiir 3 
gefunden, nachdem noch 24 Stunden langer geschiittelt wurde, 
28.3 cem 1/10-n-Séure. Die Labwirkung hatte also fast ganz 
nachgelassen. Eine Abschwiéchung des Enzyms hatte nicht 
stattgefunden in diesen sauren Medien. 

Durch dieses Resultat wurde ich dazu gebracht, den 
Versuch zu wiederholen mit weniger Lab, und zwar so, dab 
viel weniger Casein verdaut wurde, um die stdrende Wirkung 
der Zersetzungsprodukte méglichst auszuschalten. Weiter wurde 
Milchséure statt Salzséiure verwendet. Auf 40 ccm Fliissigkeit 
wurden 0,6 ccm Lab zugegeben. Tabelle II gibt die ge- 
fundenen Zahlen. 

Bei IIs waren 30 °/o, bei IIIs 20 °/o des Caseins verdaut. 
Die Kurven II und III in der Figur geben das Resultat an. 
Die Ordinaten zeigen die Verdauung in Prozenten des Gesamt- 
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Tabelle II. 
| Cy x 10° | N (in '/1o-n-Saure) | N im Kontrollrohr | Verdaut 
| 

| 1.| 019 | 15,8 54 10,4 

22.) 0,45 28,5 4,2 24.3 

3. | 0,92 40,6 4,6 36.0 

1.| 0,18 17,3 8.3 9 

u.32.| 0,38 33,15 95 23.65 

3. | 0,85 42 7,6 34,4 











eiweifes. Die Abweichung von der Geraden ist in diesen Fiillen 
schon bedeutend geringer als in Kurve 1; immerhin zeigt sich 
bei Ils und IIIs schon der EinfluB der Reaktionsprodukte. Ich 
glaube jedoch auf Grund dieser Resultate zu dem Schlub 
berechtigt zu sein: 

Die verdauende Wirkung des Labenzyms dem 
Paracaseinkalk gegeniiber ist der Wasserstoffionen- 
konzentration der Lésung proportional. 

Ks kann allerdings gegen diese Versuche eingewendet 
werden, dafi die feste Phase in den verschiedenen Rohren 
nicht dieselbe war. Es ware denkbar, daB im Falle der héchsten 
Saiurekonzentration das Lab einwirkte auf aus dem Paracasein- 
kalke in Freiheit gesetztes Paracasein, wahrend in den andern 
Rohren das nicht der Fall war. In folgender Weise habe ich 
zeigen kénnen, daB die gefundene Verschiedenheit in der Stirke 
der Verdauung nur von der H-Ionenkonzentration abhingt. 
In zwei ROhren a und b wurden, wie oben angegeben wurde. 
4 g des Préiparats eingefiillt und mit derselben Menge Milch- 
siure (40 ccm, wie bei Versuch III) wahrend 24 Stunden im 
Thermostaten bei 25° C. geschiittelt. Aus Rohr a wurde dann 
nach dem Absitzen die Halfte der Fliissigkeit vorsichtig heraus- 
pipettiert und durch vollkommen CO,-freies Wasser ersetzt. 
Dadurch wurde also der Gehalt an H-Ionen kleiner, es multe 
sich ein anderes Lésungsgleichgewicht einstellen als in ). 
Beide Rohren wurden dann mit Lab versetzt (0,6 ccm pro 
40 cem, wie in III), und nachdem wieder 24 Stunden geschiittel! 
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war, in beiden filtrierten Losungen die H-Ionenkonzentration 
bestimmt und in Lésung a auch der Stickstoff. Ware obige 
Voraussetzung richtig, so hatte man erwarten kénnen, daB 
Punkt p in der Zeichnung, welcher das Resultat dieses Ver- 
suchs angibt, auferhalb Kurve III fiele; das ist aber innerhalb 
der Versuchsfehlergrenzen nicht der Fall. Bei einem zweiten 
Versuch wurde zweimal die Hialfte der Fliissigkeit durch Wasser 
ersetzt. Punkt q gibt das Resultat. 
Hier folgen die gefundenen Werte. 


Tabelle III. 
— a 
“ oe wageren Cy X 10° =I N (in 1/1o-n-Séure) | Verdaut 
bezeichnet mit | | 





a, 0,49 34,8 26,5 
a, 0,44 32,8 24,5 
b 0,68 a — 











Weiter kénnte noch bemerkt werden, dafi es méglich 
sei, daB die Konzentration der H-Ionen sich wiihrend des Ver- 
suchs erheblich &ndert, die Bestimmung dieser Konzentration 
am Ende des Versuchs also kein richtiges Maf fiir den Gehalt 
dieser Ionen wihrend des Versuchs wire. Wie aus folgenden 
Zahlen hervorgeht, vermehrt sich zwar der Gehalt an H-Ionen 
ein wenig, aberin so geringem Mafe, daB dadurch der Charakter 
obenstehender Kurven keineswegs geandert wird. 

Cy nach 2 Stunden Labeinwirkung — 0,335 X 10-5. 
Cy » 24 » » — 0,351 * 10-°. 


Stellt man sich mit Sawjalow, Pekelharing, Gewin 
u. a. auf den Standpunkt der Identitét vom Lab und Pepsin, 
und betrachtet man also die Milchgerinnung als eine Folge der 
Caseinverdauung, so hitte man kaum ein anderes Resultat 
erwarten koénnen. Bei den Versuchen tiber die Milchgerinnung 
wurde die Zeit bestimmt, welche zur Fortschreitung der Casein- 
verdauung bis zu einem bestimmten Betrage, und zwar bei nahezu 
konstanter Caseinkonzentration, nétig war. Bei obigen Ver- 
suchen wurde die verdaute Menge des Caseins in einer be- 
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stimmten Zeit gemessen. In beiden Fallen wurde also die Ver- 
dauungsgeschwindigkeit gemessen, und diese wird von den H- 
Jonen in obengenannter Weise beeinfluBt. 

Der unitarischen Auffassung sind bekanntlich die Resultate 
Hammarstens') gegentiber zu stellen. Dieser Forscher hat 
gezeigt, dai’ man durch Erwarmen von Kalbsmageninfusion mit 
0,2°/oiger HCl bei bestimmter Konzentration eine Loésung er- 
halt, welche kraftig proteolytisch, nicht aber milchgerinnend 
wirkt, wahrend durch Behandlung mit MgCO, die Infusion eine 
Fliissigkeit liefert, welche stark labende, aber sehr schwach 
proteolytische Eigenschaften hat. In Hinsicht auf dieses noch 
immer strittiges Problem war die folgende Frage vollkommen 
berechtigt: Welches Enzym ist es, das bei meinen Versuchen 
mit Labextrakt lésend auf das Paracasein gewirkt hat? Nach 
der Auffassung Hammarstens ware hier in erster Linie an dem 
Labpriparate beigemengtes Pepsin zu denken. Wie aus den 
Tabellen I—III ersichtlich, war die Reaktion der Fliissigkeiten 
schwach sauer, eine Pepsinwirkung also nicht ausgeschlossen. 

Petry?) hat gefunden, da8 die Labwirkung nicht bei der 
Paracaseinbildung stehen bleibt; aufGrund seiner Untersuchungen 
sagt er aber: «Das Labferment verdankt somit seine verdauende 
Kraft keiner Beimengung eines der bisher bekannten Fermente, 
sondern einem neuen proteolytischen Agens, welches 
sich gegen die ersteren dureh seine strenge Spezifizitat 
fiir das Casein scharf charakterisiert.» 

Frl. van Herwerden*) kam, unabhangig von Petry, zu 
demselben Resultate, stimmt aber der Meinung nicht bei, dai 
es sich hier um ein Enzym handle, das spezifisch fiir Casein 
sei, und andere Eiweifiverbindungen nicht zersetze. Das Haupt- 
gewicht haben aber diese beiden Forscher gelegt auf die Be- 
stimmung der Natur der entstehenden Zersetzungsprodukte, ohne 
die Labwirkung quantitativ studieren zu wollen. 

Zur Losung obengenannter Frage wurden nun die hier 





‘) Zur Frage nach der Identitait der Pepsin- und Chymosinwirkung. 
Diese Zeitschrift, Bd. LVI, S. 18. 

*) Hofmeisters Beitrige, Bd. VIII, S. 356. 

5) Diese Zeitschrift, Bd. LII, S. 184. 
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zu beschreibenden Versuche gemacht. Erstens sagte ich mir: 
wenn das dem Labe beigemengte Pepsin die Ursache der Ver- 
dauung ist, ist es unwahrscheinlich, daf Milchgerinnung und 
Verdauung bei verschiedenen Extrakten parallel gehen. Um 
dies zu priifen, wahlte ich mir drei Proben von verschiedener 
Herkunft, naémlich 1. Kaselabpulver Hansen, 2. Labessenz 
einer hiesigen, kleineren Fabrik und 3. ein sehr schlechtes 
Praiparat, das damals zufallig der Kontrollabteilung der Ver- 
suchsstation zugesandt war. 25 cem Milch wurden mit 1 ccm 
Lablésung (1:20) versetzt, und die Gerinnungszeit bestimmt 
(bei 37,5° C). Die Starke der Verdauung wurde in derselben 
Weise wie oben angegeben bestimmt. In je einer von 6 par- 
affinierten ROhren wurden 3 g Paracaseinkalkpraparat gewogen, 
mit 30 cem !/20-n-HCl versetzt und 24 Stunden im Thermostaten 
bei 25° C geschiittelt; dann wurde auf jedes Rohr 0,45 cem 
Labldsung gegeben von den Proben 1, 2 und 3. Die Kontroll- 
rohren erhielten die gleichen Mengen Lab, welche zuvor abge- 
totet waren durch Erhitzen im Wasserbad. Nachdem wieder 
24 Stunden geschiittelt war, wurde filtriert, und im Filtrate 
der Stickstoff nach Kjeldahl bestimmt. Tabelle IV gibt das 


Resultat. 
Tabelle IV. 








/N (in ‘4o-n-|N (Kontroll-|  Verdaut 
Saure) rohr) (Gef.) | (Ber.) 


Cy 10 





16,7 3,4 12.8 13,3 
18,73 4.0 14,73 | 147 
13,95 3,6 10,35 | 9,9 

















In der letzten Kolumne sind die Werte der Verdauung 
angegeben, die aus den Gerinnungszeiten berechnet sind, in der 
Voraussetzung, daB die Geschwindigkeit der Gerinnung der- 
jenigen der Verdauung parallel geht. Bedenkt man _hierbei, 
da die Versuchsanordnung ziemlich kompliziert ist, dann ist die 
Ubereinstimmung fiir die berechneten und gefundenen Zahlen eine 
ganz befriedigende zu nennen, und ich schlieBe daraus, daf 
és nicht wahrscheinlich ist, daB die Verdauung auf Rechnung 
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des dem Lab beigemengten Pepsins zu stellen ist. Nimmt man 
zwei verschiedene Enzyme an, so muf man dem Chymosin 
das Vermégen zuschreiben, den Kise in lésliche Verbindungey 
umzuwandeln, wie das schon von Frl. van Herwerden fiir 
gelistes Casein nachgewiesen wurde. Daf man es hier mit 
einem noch unbekannten Enzym zu tun hat, wie Petry meint, 
ist ebenfalls unwahrscheinlich; es ware doch als ein Zufall zy 
betrachten, wenn dieses Enzym in den verschiedenen Labessenzen 
sich in ganz demselben Verhiltnisse vorfand, als das Chymosin. 

Jetzt war es angebracht, die mitgeteilten Verdauungs- 
versuche zu wiederholen mit nach Hammarsten bereiteten 
Enzymlésungen, in welchen durch MgCO,-Behandlung das Pepsin 
und durch Salzsiuredigestion das Chymosin abgeschwiicht war. 
Dabei diente als Ausgangsmaterial sowohl durch Dialyse yon 
Kochsalz befreites Labpulver von Hansen, als von mir selbst 
bereitete Kalbsmageninfusion. 


1. Labpulver. 


20 g Labpulver wurden in + 180 ccm Wasser gelost und 
gegen flieSendes Regenwasser dialysiert. In der Verdiinnung 
1:20 gab 1 ccm der Lésung mit 5 ccm Milch bei 37,5° C. 
die Gerinnungszeit 58“. Die Chymosinkonzentration war also 
geniigend, um von der Behandlung mit MgCO, ein gutes Re- 
sultat zu erwarten. !) 

120 cem der ganz klaren Lésung wurden mit 1,2 g MgCO, 
wihrend 5 Minuten bei Zimmertemperatur geschiittelt, schnell 
filtriert und diese Operation noch zweimal wiederholt. 10 ccm 
des Filtrats brauchten dann 1,5 cem !/10-n-Salzsiiure zur Neu- 
tralisation. In der Verdiinnung 1: 1 (nach Zusatz von 8,5 ccm 
Wasser also) wurde fiir 1:10 Milch die Flissigkeit in 72" 
dickgelegt, wiihrend ein Mettsches Roéhrchen bei 0,2°/oiger 
HCl-Konzentration in derselben Verdiinnung in 18 Stunden in- 
takt blieb. Die urspriingliche Lésung verdaute 2,3 mm. In der 
Verdiinnung 1:4 wurde von der urspriinglichen Lésung be! 





'‘ Hammarsten, Zur Frage nach der Identitét der Pepsin- und 
Chymosinwirkung. Diese Zeitschr., Bd. LVI, (1908), S. 53. 
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0,1 °/oiger HCl eine Fibrinflocke in 2 Stunden verdaut, wiih- 
rend die andere Fliissigkeit 18 Stunden brauchte, um etwa 
2, der Flocke zu lésen. Das Verhiltnis der Gerinnungszeiten 
war 35 : 207". (Bei der Bestimmung wurde natiirlich darauf 
geachtet, daB in beiden Fallen der Mg-Gehalt derselbe war.) 

Ganz in Ubereinstimmung mit dem Befund Hammarstens 
also hatte ich eine Fliissigkeit erhalten, welche noch kriaftig 
labend, aber nicht, resp. sehr schwach verdauend wirkte auf 
HiihnereiweiB und Fibrin. Die immerhin schwierige Reinigung 
mittels Cholesterins habe ich unterlassen; der geringe Pepsinge- 
halt konnte fiir meinen Zweck vernachlassigt werden. Tabelle V 
gibt das Resultat der Einwirkung dieser Enzymlésungen auf 
mein Paracaseinkalkpraparat. Es versteht sich, dab auch hier 
alle ROhren auf denselben Mg-Gehalt gebracht wurden.!) Ubrigens 
wurde wie oben verfahren. 


Tabelle V. 











T 'N (in *J10-\N(Kontroll-| Verdaut 











le 1 CH X 10° aaa 
(Sek.) n-Sdaure rohr) | (Gef.) | (Ber.) 
| 

1. Urspriingl. Lésung) 54) 24.4 _ | 19,9 | 19,9 
| 0,50 4.5 | 

2. Mit MgCO, beh. | 328 81 | 36| 33 
| _o 


Auch hier sehen wir die vollige Parallelitaét von Gerinnungs- 
und Verdauungsgeschwindigkeit ftir die beiden Losungen; es 
geht daraus hervor, dafi das Pepsin der unverdnderten Losung 
bei der in diesem Versuche obwaltenden Wasserstoffionen- 
konzentration ohne merkliche Wirkung ist. 

Zur Darstellung einer chymosinarmen Pepsinlésung wurde 
mit verdiinnteren Fliissigkeiten gearbeitet, wie Hammarsten?) 
angegeben hat. 2 g Labpulver wurden in 200 ccm 0,2°/oiger 





') Dabei wurde so verfahren, dafs ein Teil der einen Lisung ge- 
mischt wurde mit einem Teile der anderen Lésung, deren Enzym aber 
zuvor durch Erwarmen getétet wurde. Beim Kontrollrohr war natiirlich 
das Gemisch abgetitet. 


"i. & 
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HCl gelést; ein Teil bei 38° C. wahrend 48 Stunden digeriert. 
der Rest kiihl aufbewahrt. Nach der Erwirmung waren die 
Gerinnungszeiten 47“ und 33/4 Stunden. Nach Mett 0,8 und 
0,5 mm') in 48 Stunden. Fiir die Verdauung des Paracaseins 
wurde gefunden 21,55 ccm !/10-n-Séure ftir die nicht erwarmte. 
und 0,8 cem fiir die erwarmte Lésung. Obwohl dieser Versuch 
nicht sehr schlagend ist, dem geringen Pepsingehalte der Lé- 
sungen zufolge kann doch gefolgert werden, da auch in diesem 
Falle die verdauende Wirkung dem Chymosin zugeschrieben 
werden mu; von Pepsinwirkung kann nicht die Rede sein. 


2. Kalbsmageninfusion. 


Zwei Migen von Saugkalbern wurden ganz frisch in Arbeit 
genommen. Nach griindlicher Reinigung mit Wasser wurde 
die Driisenschicht abgeschabt und die Masse mit 0,2°/oiger HC! 
bei 4—6° C. wihrend 24 Stunden extrahiert. Beim Filtrieren 
wurde eine ganz klare Lésung erhalten, welche jedoch ein 
wenig fadenziehend sich zeigte. 

100 cem der Lésung wurden mit NaHCO, fast neutralisiert, 
nach dem Auspumpen der Kohlensaure mit 1 g MgCO, wahrend 
5 Minuten geschiittelt, filtriert, von neuem mit 1 g MgCO, ge- 
schiittelt, und das zweite Filtrat sofort mit soviel Salzsiure 
versetzt, daB bei der Verdiinnung 1: 1 die Séurekonzentration 
0,1°/o war. Die urspriingliche, nicht mit MgCO, behandelte 
Losung wurde co weit verdiinnt mit Salzséure und erhitzter 
Mg-haltiger Lésung, daB Mg-Gehalt und Gerinnungszeit unge- 
fihr gleich waren. 

Mit Mg behandelt: 164”. Fibrinverdauung 2'/e Stunden. Mett —0 mm 
Urspriingl. Lésung: 155”. > 40) Minuten. » —2 > 
in 48 Stunden 

Das Resultat der MgCO,-Behandlung ist also in Uberein- 
stimmung mit Hammarstens Angaben. Auch fiir diese Lésungen 


wurde die caseinverdauende Wirkung wieder bestimmt. 
Tabelle VI zeigt die gefundenen Zahlen: 


‘) Die R6hrchen waren in diesem Fall schwer ablesbar. 
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Tabelle VI. 








A 
se: sp oe 

: ae 5 \N (in '/fo- N(Kontroll-- Verdaut 

; Cy x 10 | : 

(Sek.), n-Saure rohr) | (Gef.) | (Ber.) 
_— | , : 
1. Urspriingl, Losung) 52) 18,7 - | 145 | 14,5 
2, Mit MgCO, beh. | 311 | 7,1 | 2,9] 2,4 











Auch hier also Parallelitaét fiir Gerinnung und Verdauung. 

Die urspriingliche LOsung wurde mit 0,2°;oiger HCl passend 
verdiinnt, und die Halfte bei 37° C. in den Thermostaten gestellt. 
Nach 48 Stunden Gerinnung in 12 Minuten gegen 109 Sekunden 
fiir die nicht erwarmte Lésung. Weitere Erhitzung auf 40—45° C. 
wihrend 8 Stunden: in 4 Stunden Gerinnung. Nach Mett in 
22 Stunden 5,4 und 3,6 mm. 

Beide Lésungen, mit dem Paracaseinpriparate 24 Stunden 
bei 25° C. geschiittelt, lieferten die Zahlen von Tabelle VII. 


Tabelle VII. 


AT tse 




















» 1% x 10° 'N (in Yio-n- | N(Kontroll-} Ver- 
| H | Saure) rohr) daut 
| 

1. Urspriingl. Lésung} 100” | ai 13,8 es 11,3 
25 Dd 
2.Erwirmte  » 4 Std. | 3,1 0,6 


Die hier gefundene Verdauung von 0,6 ccm bei der re- 
latiy niedrigen Wasserstoffionenkonzentration 0,25 « 10-5 n. 
fiir die chymosinarme Lésung brachte mich dazu, den Versuch 
zu wiederholen bei bedeutend hdherem Séuregrade. Es war 
namlich denkbar, daB bei diesen Lésungen, welche eine kraftig 
proteolytische Wirkung nach Mett zeigten, also reich an Pep- 
sin waren, die Pepsinwirkung in meinen Versuchen mit Kise 
mit ins Spiel kame. Wire das der Fall, so kénnte man einen 
groferen EinfluB erwarten, je nachdem das Reaktionsmedium 
mehr Wasserstoffionen enthiilt. 
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Tabelle VIII. 


























| oe lee x 10°) N (in tho-n-| N(Kontroll- | Ver- 
H Sdure) rohr) daut 
) ka 
1. Urspriing]. Lésung) 100” S144 30,2 30 27,2 
2.Erwirmte » | 4 Std. 4,9 19 





Die erwirmte Lésung hat hier zwar ein wenig verdauend 
gewirkt, der Betrag ist aber so klein, daf daraus nicht auf 
Pepsinwirkung geschlossen werden kann. SchlieBlich habe ich 
den Versuch wiederholt bei 37,59 C. Tabelle IX gibt das 
Resultat. 

















Tabelle IX. 
i? eee /N (in *ho-n-|N(Kontroll-| Ver- 
| | H Sdure) rohr) daut 
| 
1. Urspriingl. Lisung) 100” 19,3 16.0 
Jrspriingl. Lis g | S14 33 
2.Erwirmte » /|4Std. | 4.2 09 
| 


Auffallend ist, daB in allen drei untersuchten Fiillen die 
erwarmte Losung noch verdauend gewirkt hat, und zwar zeigt 
sich das Verhiiltnis der verdauten Mengen fiir die beiden Li- 
sungen ziemlich konstant. Nicht unwahrscheinlich hat man es 
hier zu tun mit Spuren von Glaesners Pseudopepsin,!) das 
von Pekelharing?) in der grofen Gruppe der autolytischen 
Enzyme untergebracht und nicht als ein Sekret der Magen- 
driisen betrachtet wird, obwohl es sich im Schleimhautgewebe 
vorfindet. 

SchlieBlich will ich noch einen Versuch anfiihren zur Be- 
stimmung des Einflusses des Kochsalzes auf die Verdauung. 
Wie schon anfangs bemerkt wurde, bildet das oben Mitgeteilte 
einen Teil der Untersuchungen, welche ich anstellte zur Losung 
einiger Fragen, die fiir den KisereifungsprozeB wichtig sind. 
Daher war es wiinschenswert zu untersuchen, wie der Ver- 





') Hofmeisters Beitrige, Bd. I, S. 1. 
*) Arch. d. Se. biol., Bd. XI, Suppl. 8S. 36. 
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dauungsprozeB des Caseins durch Lab, vom Kochsalz beein- 
flubt wird. Tabelle X zeigt die Zahlen fiir eine 5°/oige NaCl- 
Losung der wisserigen Loésung gegeniiber.') 


Tabelle X. 








= = ee 





Cy x 10° | N (in */10-n-Saure) | N (Kontrollrohr) | Verdaut 
} | | 








5%NaCl | vie - | 
O°/o NA 0,60 51,9 6,6 45,3 
r 0,46 15,3 4,2 _ it 

asser 0,84 22.8 4,3 18,5 











Figur 2 stellt das Resultat graphisch vor. 




































































Es fiihrt also das Kochsalz eine starke Beschleunigung 
des Verdauungsprozesses herbei, wahrend die Gerinnungszeit 
verlangert wird. Dies scheint also nicht im Einklang mit Saw- 
jalows Auffassung zu sein, nach welcher eine schnellere Ver- 
dauung friihere Gerinnung zur Folge haben soll. Man kann 
sich aber die Sache ganz einfach wie folgt denken. Das Para- 
casein lést sich in NaCl besser als in Wasser, wie auch aus 





') Die Kochsalzlésung konnte nicht klar filtriert werden. Bei diesem 
Versuch wurden die Lésungen in kleinen Réhrchen zentrifugiert (+ 4000 
Touren pro Minute). 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol, Chemie. LXI. 11 
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den Ziffern fiir die Kontrollréhren hervorgeht. Wirkt also das 
Enzym auf gelostes Paracasein, so ist in der Kochsalzlésung 
die aktive Masse grdfer und damit auch die Verdauungsge- 
schwindigkeit. Das zersetzte Paracasein kann man sich in jedem 
Momente durch neu gelistes Priiparat ersetzt denken. Beim 
Gerinnungsversuch aber bleibt durch NaCl-Zusatz die Casein- 
konzentration ungeindert, die Loslichkeit des sich bildenden 
Paracaseins wird aber grofer und damit die Gerinnungszeit 
verlingert. Es ist klar, daf diese Auffassung einen direkten 
Einflu8 des Salzes auf die Enzymwirkung nicht ausschlieft. 
Meine Untersuchungen gehen augenblicklich in andere Richtung, 
ich glaube aber, daf durch Versuche, in der oben beschriebenen 
Weise ausgefiihrt mit verschiedenen Salzen, ein wenig Licht 
gebracht werden kann in die Frage nach der Salzwirkung bei 
der Milchgerinnung. Eine nahere Priifung in dieser Richtung 
scheint mir sehr wiinschenswert. 

Wie stellen sich nun meine Beobachtungen zur Frage 
nach der Identitaét von Pepsin und Chymosin? Es ist ohne 
weiteres klar, dab meine Resultate sich vollkommen verein- 
baren lassen mit der unitarischen Auffassung, sie lassen aber 
den Befund Hammarstens iiber die Abschwiachung des Chy- 
mosins durch Erwiarmen mit Salzsaure vollig unberiihrt. So 
lange nicht gezeigt worden ist, dafi in der mit Salzsaure dige- 
rierten Loésung die Fahigkeit, Milch zur Gerinnung zu bringen, 
nur verdeckt, nicht aber verschwunden ist, etwa in derselben 
Weise als das fiir Pepsin der Fall zu sein scheint bei Alka- 
lisierung,!) hat man nicht das Recht, Pepsin und Chymosin als 
identisch zu betrachten. Im nachsten Winter hoffe ich ein paar 
Versuche ausfiihren zu kénnen mit einem Praparate, das mir 
in liebenswiirdigster Weise von Prof. Pekelharing zugesagt 
wurde. 

Aus meinen Untersuchungen geht deutlich hervor, da bei 
der Wasserstoffionenkonzentration > 1-4 * 10-5 n. die Pep- 
sinwirkung, wenn sie tiberhaupt da ist, duBerst gering ist. 
Sawjalows Ansicht méchte ich vorlaufig so abéndern: Die 


', Tichomirow, Diese Zeitschrift, Bd. LV. 
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Milchgerinnung ist die Folge der Verdauung des Ca- 
seins durch Chymosin 

Man k6énnte einwenden, da aus obigen Versuchen nicht 
folgt, daB bei den in der Milch obwaltenden Konzentrationen 
der H-lonen das Casein verdaut wird. Folgende Zahlen zeigen, 
daB dies wohl der Fall ist. 

0,5 ecm Labessenz in 30 cem Wasser wurden bei 25° C. 
wiihrend 50 Stunden geschiittelt mit 3 g Paracaseinkalk. 

Cy = 0,073 & 10%. 16,4 ccm 14/10-n-Saéure gegen 10 cem 
fiir das Kontrollrohr, also 6,4 ecm verdaut. 

Die H-Ionenkonzentration war hier also kleiner als fiir 
Milech (0,10 —0,34 * 10-°). 

SchlieBlich will ich noch bemerken, dafi die in den ver- 
schiedenen Versuchsreihen hergestellten H-lonenkonzentrationen 
nicht willkiirlich gewahlt sind. Von der Tatsache ausgehend, 
daB ein reifender Kise betrachtet werden kann als ein zwei- 
phasiges System, habe ich damit ein Konzentrationselement zu- 
sammengestellt, aus dessen elektromotorischer Kraft die Wasser- 
stoffionenkonzentration im Kise berechnet wurde. Die Resultate 
dieser Messungen sind sehr befriedigend. Im Durchschnitt wurde 
gefunden + 0,9 X 10-° normal; dieser Wert liegt also im Ge- 
biele meiner oben angefiihrten Messungen. Ich gehe hier nicht 
in Besonderheiten ein auf die Schliisse, zu welchen meine Be- 
obachtungen fiihren beziiglich des Késereifungsprozesses; es sel 
nur bemerkt, dafi sie eine ganz einfache Erklirung liefern fiir 
die L6sung des Caseins, «die Vorstufe der Reifung», wie es 
v. Freudenreich hat genannt. 

Bekanntlich meinten Babcock und Russell,!) dafi dabei 
die Galaktase der Milch die Hauptrolle spielte. Noch abgesehen 
davon, daB es fraglich ist, ob in der Milch iiberhaupt ein pro- 
teolytisches Enzym vorkommt,?) ist es sehr leicht, zu zeigen, 
dah ein solehes Enzym in der Edamerkasereifung keine be- 
deutende Rolle spielt. Fast jeder Kontrollkase in den zahl- 
reichen Versuchen Boekhouts und Ott de Vries®*) iiber die 

‘) Zentralbl. f. Bakter., Il. Abteilung, Bd. VI, 1900. 


*) Vgl. z. B. Raudnitz, Ergebnisse d. Physiologie, Bd. I, 1903. 
*) Zentralbl. f. Bakter., Il. Abteilung, Bd. VII, 1901. 
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Kiasereifung bildet dafiir den Beweis. Auch Orla Jensen?) 
ist der Meinung, daf die Galaktase fiir die Reifung der Emmen- 
talerkiise von keiner Bedeutung sein kann. v. Freudenreich: 
wurde bei seinen Untersuchungen zum Schlusse gefiihrt, die 
Milchsiiurefermente, denen er fast die ganze Reifung der Emmen- 
talerkiise zuschreibt, seien die Ursache der Lésung des Caseins. 
Dieser Forscher hat némlich nachgewiesen, dafi durch Impfen 
erhitzter Milch mit Milchséurebakterien unter gewissen Um- 
stiinden das Casein in lésliche Form tibergeftihrt werden kann. 
Meiner Ansicht nach ist damit gar nicht bewiesen, da das- 
selbe in der Kaésemasse der Fall ist, wo die Umstiande wieder 
ganz andere sind. Eben darum habe ich bei meinen Versuchen 
einen wichtigen Faktor, die Aciditit des Mediums, genau 
prizisiert. 

Der Vorschlag Jensens,*) das «neue Enzym» Petrys 
Casease zu nennen, wird nach dem oben Gesagten _hinfiillig. 


Zusammenfassung. 


Es wurde gefunden: 

Die Verdauung des Paracaseins durch Lab wird vom (Ge- 
halte an Wasserstoffionen des Mediums beeinfluBt und zwar hat 
sich ergeben, da die Verdauungsgeschwindigkeit dem H-Ionen- 
gehalte proportional ist, wie es friiher fiir die Gerinnungsge- 
schwindigkeit gefunden wurde. 

Wenn man bei gleicher Aciditaét verschiedene Labpriipa- 
rate auf Paracaseinkalk wirken laBt, gehen Verdauungs- und 
Gerinnungsgeschwindigkeit vollkommen parallel. Dasselbe ist 
der Fall fiir eine Labldsung oder nach Hammarsten bereitete 
Kalbsmageninfusion, in welcher das Pepsin durch MgCO,-be- 
handlung abgeschwicht ist. Hieraus kann geschlossen werden. 
da8 bei den in meinen Lésungen obwaltenden H-Ionenkonzen- 
trationen (bis 1 * 10-*n.) von Pepsinwirkung nicht die Rede 
ist. Das Paracasein wird nur vom Chymosin gelést. Es lieg! 





') Jahrb. d. Schweiz, 1901. 
2) Zentralbl. f. Bakter., Bd. III, S. 231. S. a. Jahrb. d. Schweiz. 


Bd. XI. 
5) Jahrb. d. Schweiz, 1907. 
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kein Grund vor, mit Petry ein unbekanntes fiir Casein spezi- 
fisches Enzym im Labe anzunehmen. 

Wird in der Kalbsmageninfusion durch Digerieren mit 
0,2°/oiger HCl das Chymosin zerstoért, so findet man auch das 
Vermogen, Kise zu verdauen, fast vollstandig aufgehoben, selbst 
bei der Aciditat > 1,4 * 10-° normal. Bei 0,2°/oiger HCl wurde 
Hiihnereiweifi} von dieser Lésung kriiftig verdaut. Obwohl meine 
Resultate vollkommen iibereinstimmen mit der unitarischen Auf- 
fassung in der Pepsin-Chymosinfrage, kann auf Identitét nicht 
seschlossen werden, so lange letztere Tatsache nicht erklart 
worden ist. 

Kochsalz beschleunigt die Verdauung des Paracaseins 
durch Chymosin. Dies wurde in Ubereinstimmung gefunden 
mit der Verzégerung der Milchgerinnung durch dieses Salz. 

SchlieBlich wurde darauf hingewiesen, da’ obenstehende 
Resultate wohl die einfachste Erklarung liefern fiir das L6slich- 
werden des Paracaseins wihrend der Kiisereifung. 


Reichslandw. Versuchsstation Hoorn, 28. Juni 1909. 











Beitrage zur Kenntnis des Hamatins. 
Bemerkungen zu O. Pilotys Arbeit tiber den Farbstoff des 
Blutes und tiber die Oxydation des Hamatoporphyrins. 


Von 
William Kiister. 





(Aus dem chemischen Laboratorium der K, tierarztl. Hochschule in Stuttgart.) 


(Der Redaktion zugegangen am 2. Juli 1909.) 


Die Erforschung des Baus der eisenhaltigen Komponente 
des Blutfarbstoffs, die ich vor siebzehn Jahren in Angriff nahm 
und seitdem ohne Unterbrechung zu fordern mich bemiiht habe. 
hat man in neuster Zeit, abgesehen von den Beitragen, die 
wir Fiirth, Marchlewski, Siewert, Zeynek und namentlich 
Zaleski verdanken, auch in Miinchen aufgenommen. Bereits liegt 
eine vorlaufige, aber schon ausfiihrliche Mitteilung von O. Piloty!) 
vor, und die Fortsetzung der Arbeit wird angekiindigt. Zwar 
kann ich heute nur eine bereits vor drei Jahren ausgefiihrte 
kurze Untersuchung, die bisher nur in der Dissertation meines 
Schiilers Dr. A. Nicole?) veréffentlicht wurde, als weiteren 
experimentellen Beleg fiir die Fortfiihrung der Arbeit im hiesigen 
Institut anfiihren. Sie betrifft die Oxydation des Himatoporphyrins 
in schwefelsaurer Lésung, und ihre Resultate lassen sich gerade 
jetzt zweckmafig verwerten. Im Augenblick aber, in dem mir 
eine nicht vorhergesehene, weil nicht verabredete Mitarbeit 
ersteht, die mit meinen Untersuchungen engste Fiihlung nimmt 
und von einer Stelle ausgeht, die iiber gréBere Geldmittel und 
iiber mehr Hilfskréfte verfiigt, als ich sie aufzubringen in der 
Lage bin, und da es mir selbst aus Mangel an freier Zeit aus- 





') Liebigs Annalen der Chemie, Bd. CCCLXVI, S. 237. 
*) Beitrige zur Kenntnis des Himatins und seiner Spaltungsprodukte 
Wiirzburg, C. J. Beckers Universitaétsbuchdruckerei 1906. 
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geschlossen erscheint, experimentell gleichen Schritt zu halten, 
diirfte eine Besprechung der von Piloty erhaltenen interessanten 
Resultate berechtigt sein, umsomehr als die Auslegung derselben 
den von mir gewonnenen Ergebnissen in vieler Hinsicht nicht 
gerecht wird und in einigen Punkten der Berichtigung bedarf. 
So glaube ich durch die folgende Auseinandersetzung eine 
Férderung auf dem Gebiete des Blutfarbstoffs und vielleicht 
auch fernere Anregung zu experimenteller Arbeit in bestimmter 
Richtung geben zu kOnnen, die selbst zu leisten, mir in abseh- 
barer Zeit leider versagt ist. 

Wie schon aus den von Piloty benutzten Konstitutions- 
formeln fiir das von ihm auf neue Art gewonnene Himopvrrol 
und fiir die von ihm entdeckte, als Muttersubstanz der Hima- 
tinsiuren mit Recht angesehene Hamopyrrolearbonsiiure C,H ,,0,N 
hervorgeht, baut sich das Neugeschaffene auf altem Fundamente 
auf, auf der von mir bewiesenen Konstitution der Himatinsauren. 
Und es steht sich gut auf diesem Fundament. Warum im 
iibertragenen Sinne noch die Fuftritte?, z. B.: a) «Uber die 
llerkunft der Hamatinstiuren bet der Oxydation war man bisher 
villig im Dunkeln». Als Vater dieser Kinder muf ich sie, was 
ihre Herkunft betrifft, in Schutz nehmen; so dunkel, wie Piloty 
annimmt, ist dieselbe doch nicht, denn, wenn es ihm auch 
erst vergOnnt war, die Mutter der Haématinsaéuren in Person zu 
entdecken, ihr Bild wenigstens hatte ich ausgestellt.!) 

b) «die meisten Riickschliisse aus der Bildung der Himatin- 
siuren auf das Himin hidtten ohne Beriicksichtiqung der Tatsache, 
welchethre nihere Herkunft beleuchtet, notwendig falsch sein miissen.» 

Aus dem Dasein der Hamatinsiuren allein hiitte ich aller- 
dings nicht wagen diirfen, auf den Bau des Himatins zu schliefen, 
hier kommen noch andere Dinge in Betracht. Zuniichst die 
Mengenverhiltnisse. Piloty, der mit Recht sehr viel Wert auf 
solche legt, wenn es sich um seine Entdeckungen handelt, ver- 
schweigt, auch hier systematisch, die von mir gemachten An- 
gaben liber die Ausbeuten an Himatinsiiure, um auf die grobe 
Liicke hinweisen zu kénnen, die zwischen einem Koérper mit 
8 und einem solchen mit 34 Kohlenstoffatomen besteht. Dab 


') Vgl. Seite 169. 
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das Verhiiltnis sofort ein anderes wird, wenn wir wissen, daf 
ersterer drei- oder sogar viermal aus letzterem sich bilden 
kann, liegt auf der Hand. Und dies trifft bei den Hématin- 
siuren zu, denn eine andere Vorstellung, wie die eben erorterte, 
ist bei Ausbeuten von 70°/o an roher,!) von 60°/o an reiner 
Substanz nicht denkbar. 

Piloty hat aber auch zu erwéhnen unterlassen, daB ich 
aus der Natur der Hématinséure als Maleinsaurederivat den 
weiteren, wohlbegriindeten SchluB gezogen habe, der in ihr 
vorhandene Fiinfring miisse aus einem Pyrrolring hervorgehen, 
womit ich eben ihre Herkunft beleuchtet habe. Somit war 
alles in allem bereits durch die Hamatinsaéure und durch die 
Menge, in der sie auftritt, mit ebenso grofer Wahrscheinlich- 
keit dargetan, dafi das Hiimatin aus lauter Pyrrolkernen, resp. 
mit dem Pyrrol zusammenhaéngenden Komplexen, aufgebaut 
sein mtisse, wie es jetzt Piloty zu berechnen imstande ist. 
Betriigt doch die Ausbeute an definierbaren Produkten auch 
bei Piloty nur 73°/o. Und damit erledigt sich auch der mir 
und anderen indirekt gemachte Vorwurf des nicht systematischen 
Arbeitens. «Es ist daher klar, dap die Auffindung einzelner 
solcher Spaltungsstiicke nicht hinreichend sein kann, um einen Boden 
zu gewinnen, von dem aus man mit Erfolg auf die Art des Buues 
des Hiimatoporphyrins oder Himins schlieben hinnte. Man mufte 
vielmehr die Aufschliebung systematisch und zwar so gestalten, 
dap sie miglichst simtliche Spaltungsstiicke zu fassen und die 
Art der Spaltung zu tibersehen gestattet.» 

Fiirwahr, wer meine Arbeiten und auch diejenigen, nament- 
lich die letzte aus dem Jahre 1908,?) die Piloty nicht zitiert, 
genauer gelesen hat, wird vielleicht gerade so erstaunt ge- 
wesen sein, wie ich, dab Piloty die systematische Aufschliebung 
des Himins als erster betrieben haben will. Habe ich doch 
eine ganze Reihe anderer Spaltstiicke neben den Himatin- 
siuren beschrieben, die allerdings wie das Ammoniak, die Essig- 





') Die rohe Himatinsaure enthalt neben etwas Harz beide Hamatin- 
siiuren C,H,O,N und C,H,O,, daneben Bernsteinsiure und sehr geringe 
Mengen kompliziert gebauter Siuren, von denen Seite 167 die Rede ist. 

*) Diese Zeitschrift, Bd. LV, S. 505. 
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siiure, die Bernsteinsaure mit jenen in Zusammenhang stehen, 
ich habe die Menge des Ammoniaks, der Kohlensiure, spéter 
der Essigséure wenigstens annaéhernd bestimmt; ich habe die 
Qxydation unter den verschiedensten Bedingungen ausgefiihrt ; 
iedes, bei irgend einer mit dem Hamatin vorgenommenen 
Operation abfallende Stiick habe ich daraufhin untersucht, was 
es bei der Oxydation liefert, wobei immer wieder dieselben, 
eben erwahnten Produkte erhalten wurden, endlich habe ich 
auf eine Saure mit hOherem Molekulargewicht hingewiesen und 
besonders betont, da} wir durch Aufklirung ihrer Konstitution 
einen weiteren Einblick in den Bau des Hiiimins erfahren werden, 
ja, aus der Tatsache, dali sie sehr leicht in Haimatinséure und 
Bernsteinséure zerfallt, so leicht, daB ihre Reindarstellung bisher 
nicht mdglich war, konnte sogar im Verein damit, daf ein 
Teil der Hamatinsiure sich schon bei der Oxydation bei Zimmer- 
temperatur ablost, ein anderer erst bei eingreifenderer Wirkung 
der Chromséure entsteht, der Schlu8 gezogen werden, dai 
neben Gruppen, die in nachster Beziehung zu den Hiimatin- 
siuren stehen und fiir die Zwischenprodukte mit hOherem Mole- 
kulargewicht nicht zu erwarten sind, ein anderer Komplex im 
Himatin vorhanden sein miisse, aus dem sich die Himatinsiiure 
erst allm&hlich bildet. Und alle diese Ansichten sind durch 
Pilotys Untersuchungen vollauf bestitigt worden, wie wir 
sogleich sehen werden. Zunichst sei konstatiert, daf der schein- 
bar groBe Unterschied zwischen Pilotys und meinen Ergeb- 
nissen darin besteht, dai ich nur ein Hauptprodukt und einige 
andere, die mit jenem im Zusammenhange stehen, isolieren 
konnte, aber in einer Ausbeute von 70°/o, wahrend Piloty 
drei Stiicke erhielt, deren Summe 73 °/o betrigt. 

Das ist aber in der Methode begriindet und nicht in der 
Arbeitsweise, wie schon daraus erhellt, daB zwei der von 
Piloty erhaltenen Stiicke bei nachfolgender Oxydation Hiimatin- 
dure ergeben, noch weniger aber haben die erhaltenen Resultate 
etwas mit den Gesichtspunkten zu tun, von denen aus die 
Arbeit unternommen wurde. Piloty ist gliicklicher gewesen 
mit seiner Methode, sie stellt einen wesentlichen Fortschritt 
in der Erforschung des Hiimatins dar; daf dies der Fall sein 
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muBbte, da8 er die AufschlieBung systematisch, und zwar so 
gestalten wiirde, daB sie mdglichst sémtliche Spaltstiicke zy 
fassen und die Art der Spaltung zu tibersehen gestatten wiirde 
— ein Ziel, das sich nicht nur Piloty gesteckt hat —, konnte 
er bei Inangriffnahme der Arbeit nicht voraussehen. Es steckt 
in ihr ebenso viel oder ebenso wenig System, wie in andern 
Arbeiten, die sich mit dem Abbau eines komplizierten Molekiils 
befassen. 

Gewib, im Laufe der Untersuchung konnte Piloty die 
Uberzeugung gewinnen, da seine neue Methode den Vorzug 
vor andern verdiene; wenn er das zum Ausdruck gebracht 
hiitte, wiire unsere Ubereinstimmung eine vollkommene und 
jeder Einspruch fiiglich unterblieben. Denn, wie erwiahnt, die 
interessanten und erst nach gliicklicher Uberwindung grofer 
Schwierigkeiten erlangten Resultate stehen ja mit meinen Be- 
funden in bester Ubereinstimmung, soda8 ich rein sachlich die 
groBte Freude empfinden muBte. Es ist ein groBes Verdienst 
Pilotys, die von mir vorhergesehene Muttersubstanz der 
Himatinsauren in Gestalt seiner Himopyrrolcarbonsaure kennen 
gelehrt zu haben. Sie geht durch Oxydation unter Verlust eines 
Kohlenstoffatoms in Himatinséure itiber und konnte deshalb natiir- 
lich nicht bei der Oxydation des Himatins erhalten werden. Die 
von Piloty auf Grund ihrer empirischen Zusammensetzung und 
der Konstitution der Himatinséure angenommene Forme! | diirfte 
aber wohl besser durch die Formel II zu ersetzen sein: 


L II. 
jm H,C — C — C — CH, — CH, — COOH 
H.C — C — C—CH, —CH i | 
| hy HC C 
HC CH COOH \/ CH, 
N 


ae 

NH 
Ich glaube wenigstens, daf letztere das Entstehen der 
Haimatinsdure III 


IIT. 
H,C — C = C — CH, — CH, — COOH 
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zwangloser erklirt, da ja nach Plancher die auch in a-Stellung 
substituierten Pyrrole den Substituenten bei der Oxydation ver- 
lieren, um in Imide von Maleinsaéuren iiberzugehen. 

Die Himopyrrolcarbonsiure wird fiir sich aus dem Hiimatin- 
molektil abgesprengt, und dies Entstehen ftihrt genau zu dem 
gleichen Ergebnis in bezug auf den Bau des Hiimatins, wie 
das Entstehen eines Teils der Himatinsiure bei der Einwirkung 
von Sauerstoff bei Zimmertemperatur, was ich mit den schon 
erwaihnten Worten ausdriickte: fiir diesen Teil der Molekel des 
Hiimatins waren dann Zwischenprodukte mit héherem Molekular- 
gewicht als die Himatinsauren nicht zu erwarten.!) Hier findet 
man denn auch bereits die Formel fiir die Muttersubstanz der 
Hiimatinséure angegeben, es fehlt nur die Methylgruppe, fiir 
die der Platz an einem a-C-Atom des Pyrrols freigelassen 
wurde, wie aus der Fortsetzung im Text hervorgeht:?) nehmen 
wir auberdem an, dafi ein a standiges C-Atom dieses Komplexes 
mit einem einzelnen C-Atom verbunden ist, das den Zusammen- 
halt mit dem zweiten Komplex des Hamatins herstellt, so kinnte 
dieses sehr wohl bei der Oxydation weggesprengt werden, bei 
der Reduktion aber dem Hiimopyrrol verbleiben, soda ein in 
der a-Stellung methyliertes Pyrrol entstehen wiirde. So 
schrieb ich vor einem Jahre bei der Diskussion der Frage, ob 
es dieselben Komplexe des Hiimatins sein kinnen, die bei der 
Oxydation die Hamatinsdure, bei der Reduktion das Hiimopyrrol 
liefern. Aus meinen Resultaten hatte sich némlich der erste 
Widerspruch gegen die seit der Darstellung des Hamopyrrols 
durch Nencki bestehende Ansicht ergeben, daB es dieselben 
Komplexe sind. Ich gelangte zu dem Ergebnis, dafi dies nur 
der Fall sein kann, wenn eine Abspaltung von Kohlendioxyd 
bei der Herstellung des Hiimopyrrols zu beobachten war. Diese 
trat Jedoeh nicht ein. Pilotys Arbeit bringt die Bestaétigung 
des Urteils: seine Hiimopyrroicarbonsaure verliert kein Kohlen- 
dioxyd bei einer Behandlung, die auch zur Herstellung des 
Himopyrrols fiihrt. Und damit ist auch wieder ein neuer Be- 
Weis dafiir erbracht, dai der erwaihnte Komplex des Himatins 

') Diese Zeitschrift, Bd. LV, S. 545 (1908). 

*) Seite 539. 
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die Carboxylgruppe entweder bereits enthalt oder sie durch 
Hydrolyse liefert, eine SchluBfolgerung von mir, die Piloty 
nicht anfiihrt. Und doch diinkt sie mir fiir den Bau des 
Hamatins recht wichtig. Den ersteren Fall scheint nun Piloty 
nicht fiir mbglich zu halten, wenigstens wird in der Dissertation 
seines Schiilers Eppinger erwahnt, dal im Hamatin Carboxy!- 
gruppen nicht enthalten sein kénnen, weil es aus Carbonaten 
Kohlendioxyd nicht austreibe. Daf tibrigens dieser Grund nicht 
stichhaltig ist, habe ich in meiner letzten Arbeit tiber die 
Gallenfarbstoffe bereits dargetan.') 

Was nun das Hamopyrrol betrifft, so fiihrten meine 
Resultate betreffs der Ausbeuten an diesem Stoff in Verbindung 
mit den Ausbeuten an Himatinséure und der soeben erwiihnten 
Tatsache, daf bei der Herstellung des Hiémopyrrols eine Ab- 
spaltung von Kohlendioxyd nicht erfolgte, zu der Annahme, 
dafi im Hiimatin zwei- oder einmal eine Gruppe enthalten ist, 
die zwar in Hamatinséure, aber nicht im Hamopyrrol und auber- 
dem ein- oder zweimal eine solche enthalten ist, die sowohl 
in Hiimatinsiiure als auch in Hémopyrrol tbergehen kann. Die 
ersteren sind es, die leicht durch Oxydation in Hamatinsiiure 
iibergehen, die schwieriger oxydablen Gruppen dirften es sein, 
die auch Haémopyrrol liefern; gibt doch auch das Gemisch von 
Produkten, das nach der Einwirkung von zwolf Atomen Sauer- 
stoff zuriickbleibt, bei der Reduktion mit Jodwasserstoff und 
Jodphosphonium Hémopyrrol. 

Hier weichen nun die Ansichten Pilotys von den meinigen 
ab. Piloty berechnet aus seinen Ausbeuten, daf das Hiamatin 
eine Molekel Himopyrrolcarbonséure und eine Molekel Hiimo- 
pyrrol geben kann und auferdem einen grofern Komplex, von 
ihm Himatopyrrolidinsiure genannt. Auch der das Hiimopyrro! 
liefernde Komplex ist danach ebenso wie der, welcher die 
Carbonsiiure desselben ergibt, gewissermafen  selbstindig, 
wiihrend ich das Entstehen des Hiimopyrrols aus dem kon- 
plizierter gebauten Teil des Hiimatins annehmen und ferner 
schlieBen zu diirfen glaubte, daB der leicht oxydable Komplex, 
der bei der Reduktion als Himopyrrolearbonsiure abgespalten 


!) Diese Zeitschrift, Bd. LIX, S. 64 Anm. 
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wird, zweimal im Hiimatinmolekiil enthalten sei. Hier diirfte 
nun das Verhalten des Haématoporphyrins bei der Oxydation 
in schwefelsaurer LOsung Aufklirung schaffen, denn hierbei 
kénnen etwa entstehende fliichtige Substanzen gefabt werden. 
Ist die Annahme Pilotys richtig, haftet im Hiimatin eine selb- 
stiindige Gruppe 


R _c=c’ 
| NH 
yf ’ 
R‘—C=C 
\ 


welche bei der Reduktion das Haémopyrrol liefert, so sollte bei 
der Oxydation das Imid einer £8‘-substituierten Maleinsiure, 
das mit Wasserdimpfen fliichtig ist und an seinem charakte- 
ristischen Geruch zu erkennen ist, oder das nach Verseifung 
des Imids sich bildende, ebenfalls fliichtige Anhydrid auftreten, 
das als Baryumsalz leicht aufzufinden ist. Bei den vor drei 
Jahren durchgefiihrten Versuchen hat sich nun kein Anzeichen 
fiir das Vorhandensein eines dieser K6rper ergeben, allerdings 
sind die Versuche mit recht kleinen Mengen bestritten worden, 
und so behalte ich mir die Wiederholung vor, um die fiir den 
Bau des Himatins wichtige Frage zu entscheiden. 

Natirlich konnte ein Haimopyrrol, wie Piloty es schreibt, 
d. h. ein B-Methyl-6’-n-Propylpyrrol, auch entstehen aus einem 
lsoindolring (I), der dann bei der Oxydation die Himatinsaure 
geben wiirde. 


H.C HC H,C 
Yn ~\ 
HC C=CH. Hoc b—C, COOH C—CO 
| NH <— | | yy <7 | || >NH 
HC C=CH% HC C—C/% CH, C—CO 
sail bs bd 
UH, H.C H,C 


Aber diese Formel, die nach Piloty namentlich durch 
meine Arbeiten wahrscheinlich gemacht ist, habe ich gerade 
durch die Oxydation meines Himopyrrolgemisches zum Imid der 
8-Methyl-f‘-athylmaleinsiure als unhaltbar erwiesen! Es wire 
daher héchst wiinschenswert, wenn Piloty sein unbestreitbares 
Verdienst, das Haémopyrrol isoliert zu haben, dadurch kriénen 
wurde, daB er durch eine Oxydation mit Chromsiiure daraus das 
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entsprechende Imid herstelit, dessen Isolierung und Identifizierung 
nicht schwer fallen wird, da die in Betracht kommenden Sub- 
stanzen von mir hergestellt worden sind. Denn fiir ganz aus- 
geschlossen halte ich es nicht, dai die neue Reduktionsmethode 
zu einem anderen Pyrrolderivat gefiihrt hat — der Schmelzpunkt 
des Pikrats spricht allerdings fiir die Identitat mit Nenckis 
Hiimopyrrol. Jedenfalls liefert sie ein einheitliches Pyrrol, 
wihrend die Reduktion mit Jodwasserstoff weiter gehen kann 
und Gemische liefert, in denen neben dem Pyrrol auch ein starker 
basischer Korper, vielleicht also ein Pyrrolin, wie ich ange- 
nommen habe, enthalten ist. Und noch eine andere Deutung ist 
denkbar; in bezug auf die Ausbeuten scheint mir némlich das 
alte Verfahren «bessere» Dienste zu leisten, und so ware es nicht 
unmoglich, dafi dem nach dieser Methode gewonnenen Hiimo- 
pyrrol die Base Pilotys, welche durch den Zerfall seines dritten 
Spaltproduktes, der komplexen Hamopyrrolidinséure, entsteht, 
beigemengt ist. Vielleicht erweist sich diese Base sogar als 
identisch mit dem von mir als «<basisches Hamopyrrol» be- 
zeichneten Produkt. 

Es bleibt nunmehr noch eine Bemerkung Pilotys richtig 
zu stellen, die er im Anschlu8 an das Entstehen von Farbstoffen 
aus dem Hiimopyrrol bezw. dessen Carbonséure machen zu 
miissen glaubt. Die Ergebnisse der Untersuchungen auf diesem 
Nebenzweige der eigentlichen analytischen Arbeit werden hier 
nur mitgeteilt, «damit sich der Glaube nicht allzu sehr festsetze, 
als sei der an sich so interessante und wichtige Zusammenhany 
zwischen Gallenfarbstoffen und dem Blutfarbstoff experimentell schon 
wirklich sichergestellt, wie man es bei der Lektiire der diesbeziiglichen 
Arbeiten namentlich Nenckis meinen kinnte». Mit Bezug auf das 
Entstehen eines Urobilins aus Hamopyrrol kann ich allerdings 
Piloty nur recht geben, wenn er zur Vorsicht mahnt. Es scheint 
ihm aber vollig entgangen zu sein, daB es mir gelungen ist, auch 
aus dem Bilirubin Himatinsiure herzustellen, womit doch wohl 
der exakte Beweis erbracht worden ist, dab beide Farbstoffe zum 
mindesten in der Anordnung eines Teiles ihrer Molekiile sich 


vollig gleichen. 
* Wenn diese und andere Arbeiten neueren Datums von 
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Piloty nicht erwahnt worden sind, weil sie, um mit Piloty zu 
sprechen, keinen Bezug zu den von ihm erorterten Fragen haben, 
so ist das eine Art subjektiver Darstellung, die dem Leser 
solcher Mitteilungen, der sich nicht selbst mit dem Gebiete be- 
schiaftigt, ein falsches Bild der Sachlage gibt, und es ist nicht 
anzunehmen, das der Verfasser einer solchen Mitteilung sich bei 
der in Aussicht gestellten erschépfenden Darstellung des ver- 
wickelten Hergangs der heiklen Aufgabe unterziehen wird, sich 
selbst und das in recht wesentlichen Punkten zu berichtigen. Der- 
artige Darstellungen sind sehr bedauerlich schon deshalb. weil 
sie Verwickelungen und Unklarheiten erzeugen, die ganz gut 
hitten vermieden werden konnen, und weil man den Eindruck 
nicht von sich weisen kann, daf die Verdunkelung bekannter Tat- 
sachen lediglich aus dem Grunde geschieht, das neu Errungene 
heller erscheinen zu lassen. Solehe Kontraste mégen ihren Zweck 
erreichen oder nicht, im gegebenen Falle sind sie deplaziert, denn 
Piloty hatte nichts zu berichtigen, sondern nur zu ergéinzen und 
zu vervollkommnen, und jedenfalls wirken sie unerfreulich, weil 
sie den Genuf an der Sache und die reine Freude am Erkennen 
und an wissenschaftlicher Arbeit triiben. Losgelést vom Persén- 
lichen werden die neuen Resultate jedem, dem am Fortschreiten 
gelegen ist, eine hohe Befriedigung gewihren. 

Im Bild zusammengefakt ist Pilotys Anschauung vom Bau 
des etl ata i niemal die folgende: 





; Ha stoperre . 





— fas a 
Hamopyrrol Hamatopyrrolinsaure Himopyrrolcarbonsiure 
Base? Hamatinséure Hamatinsiure. 


Meine Auffassung vom Bau des Hamatins 1aBt sich durch 
folgendes Bild wiedergeben: 





CG) | 
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und moéchte ich bemerken, daf ich gemeinsam mit meinem Schiiler 
Lacour eine Formel fiir das Himin entworfen habe, die in die 
Dissertation!) des letzteren aufgenommen worden ist. Sie sollte 
einen Anhaltspunkt fiir weitere Versuche geben und mit den 
Fortschritten auf unserem Gebiete stehen oder fallen. Ich werde 
auf sie zuriickkommen, wenn meine Versuche zum Nachweis 
von Carboxylgruppen im Hématin zum AbschluB8 gelangt sind. 


Experimenteller Teil. 


Versuche zur quantitativen Bestimmung der bei der Behandlung von 
Hamatoporphyrin durch Chromsaure auftretenden Oxydationsprodukte 
nebeneinander, ausgeftihrt von Dr. A. Nicole. 


Die Oxydation des Himatoporphyrins hatte ich bereits 1899 
in essigsaurer LOsung ausgefiihrt und bei Verwendung von nur 
12 Atomen Sauerstoff nahezu 50°/o Hamatinsaure erhalten. Die 
Lésung in Schwefelsaéure wurde jetzt angewendet, um fliichtige 
Siauren, deren Auftreten die Oxydation in alkalischer Lésung 
wabrscheinlich gemacht hatte, bestimmen zu k6nnen. 

Nachdem ein erster Versuch die Anwesenheit nur geringer 
Spuren von Korpern aldehydartiger Natur, ferner gr6Bere Mengen 
von Kssigsaure neben einer reduzierend wirkenden Saure, die durch 
weitere Oxydation mit Chromsiure zerstért werden konnte, er- 
geben hatte, wurden zwei Versuche folgendermafen durchgefiirt. 

5 g nach Nenckis Methode hergestelltes Hiamatopor- 
phyrin wurden in einem Gemisch von 500 ccm Wasser und 20 g 
Schwefelsiure?) gelost und in die 55° warme Losung eine Lisung 
von 11,7 g Chromtrioxyd in 100 ccm Wasser von gleicher Tempe- 
ratur eingetragen, wobei das Thermometer nur auf 61° stieg. 
Die Mischung befand sich in einem Kolben, an den mittels 
Kiihlers eine mit einem Uberschuf8 von Barytwasser ’) beschickte 
Vorlage angeschlossen war. Eine zweite Bohrung im Stoplet 
des Kolbens vermittelte noch die Zufiihrung von kohlendioxyd- 





') Beitrige zur Kenntnis des Haimatins. Wiirzburg, C. J. Beckers 
Universitétsbuchdruckerei, 1907. 

?) Diese Menge reicht mehr als hin, um sowohl das Sulfat des 
Himatoporphyrins zu bilden wie das des Chromihydroxyls, das bei de! 
Reduktion der verwendeten Chromtrioxylmenge enstehen mubfte. 

*) Es wurden etwa 11 g Barythydrat Ba(OH), verwendet. 
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freier Luft beim Anschlu8 der Vorlage an eine Wasserpumpe. 
Nun wurde zunachst eine Stunde im Wasserbade erhitzt, in 
welcher Zeit die 21 Atomen Sauerstoff auf die Molekel Hiimato- 
porphyrin entsprechende Chromsaéuremenge reduziert worden 
ist, wie ein Vorversuch ergeben hatte, dann wurde der Inhalt des 
Kolbens zum Sieden gebracht und 4!/2 Stunden darin erhalten, 
wiihrend welcher Zeit auch noch Luft durch den Apparat gesogen 
wurde. Hiernach reagierte das Ubergehende nicht mehr sauer. 
Die Aufarbeitung der Teile gestaltete sich nun folgendermaBen. 

a) Die im Kolben noch befindliche Fliissigkeit wurde filtriert, 
wobei etwa 0,4 g eines unléslichen Oxydationsproduktes mit 
Harz vermengt hinterblieben, dann zuniachst dreimal, spiiter, 
nachdem die Fliissigkeit unter Zusatz von etwas Schwefelsaure 
(2 g) auf dem Wasserbade erwarmt worden war, wobei sich noch 
0,3 g Harz abschieden, abermals dreimal ausgeiithert. Die Ather- 
ausziige hinterlieBen 2,3 resp. 0,75 g Séure. Beim zweiten 
Versuch wurden 0,95 g des unldslichen Kérpers, 0,65 g Harz und 
3,0 g¢ Hiimatinséure erhalten. Bei der Reinigung ergaben die 
6,09 g Rohsiiure 5,8 g reine Haimatinséure C,H,O,N. 

b) Nach der Extraktion mit Ather wurde alkalisch gemacht 
und, da eine atherlésliche Base nicht vorhanden war, mit Wasser- 
diimpfen destilliert, wobei nur Ammoniak tberging. Bei beiden 
Versuchen wurden je 0,5 g Chlorammonium erhalten. Die 
Analyse der Platinchloridfillung ergab: 

0,2716 g Substanz hinterliehen 0,506 g Pt. 
Berechnet fiir NH,/,PtCl,: Gefunden: 
Pt 44,2%o 43,75 Jo. 

c) Der Inhalt der Vorlage wurde filtriert, der aus Baryum- 
carbonat bestehende Filterinhalt ausgewaschen und nach dem 
Trocknen gewogen; seine Menge betrug 6,99 resp. 6,3, g ent- 
sprechend 1,56 resp. 1,4 g¢ CO,. Aus dem Filtrat wurde durch 
Kinleiten von Kohlendioxyd das freie Baryumhydroxyd gefallt, 
das Filtrat eingedampft, wobei 1,22 resp. 1,35 g eines léslichen 
Baryumsalzes erhalten wurden. Die Lésung des letzteren wurde 
dann 3/4 Stunde unter Zusatz von Chromsiiure am Riickflub- 
kiihler gekocht, dann der gréBte Teil der Fliissigkeit abdestilliert, 
wobei das Ubergehende in Baryt aufgefangen wurde. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. LXI. 12 
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Nach Fallung des freien Baryumhydroxyds durch Kohlen- 


dioxyd konnten aus dem Filtrat 1,7 g ldsliches Baryumsalz 


isoliert werden. Das hieraus hergestellte Silbersalz erwies sich 


als reines Acetat: 
0,139 g Substanz gaben 0,1191 g AgCl. 
Berechnet fiir CH,COOAg: Gefunden: 
Ag 64,6 %Jo 64,51 0, 
Unter den angegebenen Bedingungen entstehen demnach 
aus einem Grammolekiil Himatoporphyrin (Molgew. 598) 
6X 598 





= 360 g Himatinsiure = 2 Molekiile C,H,O,N (ber. 366). 


10 
0,746 « 598 , 
= = —- = 4488 Essigsiure = 1 Molekiil C,H,O, (ber. 60) 
2.96 x 598 , 
ctonsidl os — == 177,6g Kohlensture = 4 Molekiile CO, (ber. 176). 


Die Resultate sind also etwas ungiinstiger wie beim Ar- 
beiten in essigsaurer L6sung, wobei bedeutend weniger Kohlen- 
dioxyd erhalten wurde, auch war bei den Vorversuchen der 
Rohsaéure Oxalsiiure beigemengt, auch ein Zeichen dafiir, daf 
hier ein Teil der primar gebildeten Hamatinsiure weiterer Zer- 
setzung anheimfallt, wie schon aus dem Auftreten von Fssig- 
siure geschlossen werden kann. Leider wurde bei diesen Ver- 
suchen die Bernsteinsiiure nicht der Menge nach bestimmt, auch 
ist die Feststellung der Natur der reduzierend wirkenden, fliich- 
tigen Siiure unterblieben, wahrscheinlich handelt es sich um 
Ameisensiiure. Bei der in Aussicht genommenen Wiederholung 
der Versuche, die, wie erwiéhnt, namentlich Aufschluf geben 
soll, ob eine bisubstituierte Maleinséure abgespalten wird, werden 
diesbeziigliche Bestimmungen nachgeholt werden.') 


Stuttgart, am 1. Juli 1909. 


') Eine Zusammenstellung der Methoden zur Bestimmung der Ameisen- 
siiure hat z. B. E. Buchner, Ber. d. Deutsch. chem. Ges., Bd. XXXIX, 


S. 4226, gegeben. 






































Uber die interfibrillare Substanz der Lederhaut bei Saugetieren. 
Von 


E. H. B. van Lier. 





(Aus dem physiologischen Laboratorium der Universitat Utrecht.) 


(Der Redaktion zugegangen am 4. Juli 1909.) 


Im Jahre 1858 ist von Rollett nachgewiesen worden, 
daly das fibrillare Bindegewebe von Haut und Sehnen an Kalk- 
wasser eine Eiweifsubstanz abgibt, welche mittels Zusatz von 
Essigsdure gefallt werden kann.') Nach der Behandlung mit 
Kalkwasser kOnnen die Bindegewebsfibrillen viel leichter wie 
zuyor voneinander getrennt werden. Die in der alkalischen 
Fliissigkeit geléste Substanz diirfte also als eine zwischen den 
Fibrillen gelegene Kittsubstanz betrachtet werden. 

Rollett selbst und mehrere andere Forscher?) haben 
gefunden, daB diese interfibrillare Substanz zu den mucoiden 
Stoffen gehort, insoweit dieselbe wenigstens aus Sehnen oder 
auch aus dem Nabelstrang erhalten wurde. Uber die Natur 
der Substanz, welche von Kalk- oder Barytwasser dem Corium 
entzogen werden kann, herrscht aber noch keine Uberein- 
stimmung. Chemiker, welche sich zum Behuf der Gerberei 
besonders mit der Untersuchung der Haut beschiftigt haben, 
geben nicht zu, daB darin eine Mucoidsubstanz vorhanden ist. 
Reimer?) fihrte aus, daB die von ihm mittels Kalkwasser aus 
Haut bereitete Substanz, welcher er den Namen «Coriin» bei- 
legte, sowohl in Eigenschaften als in Zusammensetzung villig 
von Mucin verschieden ist, wahrend Kérner, ohne iibrigens 
(viinde fiir seine Auffassung beizubringen, sich zur Annahme 


') Wiener Sitzungsberichte, Bd. XXX, S. 37. 

*) Rollett, ibid., Bd. XAXIX, S. 308. 
Eichwald, Ann. d. Chem. u. Pharm., Bd. CXXXIV, S. 177. 
Loebisch, Diese Zeitschrift, Bd. X, S. 40. 
Chittenden und Giess, Journ. of exp. med., Vol. 1, p. 186. 
Cutter und Gies, Amer. Journ. of physiol., Vol. VI. p. 155. 
Levene, Diese Zeitschrift, Bd. XXXI, S. 395; Bd. XXXIX, S. 1. 
Young, Journ. of Physiol., Vol. XVI, p. 325. 

*) Dinglers Polytechn. Journ., Bd. CCV, S. 143. 
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geneigt erklirt, dafB das, was in Kalkwasser geldst wird, nichts 
anderes als in Verquellung begriffene kollagene Substanz ist. ‘) 

Anderseits hat aber die Erforschung des Bindegewebes 
im allgemeinen das Vorkommen einer Mucoidsubstanz auch in 
der Lederhaut wohl sehr wahrscheinlich gemacht. Sowohl die 
Entwicklung des Bindegewebes als auch das Vorkommen von 
Mucoidsubstanzen (Chondromucoid und Osseomucoid) in Knorpel 
und in Knochen spricht dafiir. Es halt schwer, mit Reimer 
auzunehmen, dafi im Corium die interfibrillare Substanz vollig 
von den Mucoidsubstanzen abweichen und vielmehr der kol- 
lagenen Substanz, aus welcher die Fibrillen bestehen, nahe ver- 
wandt sein wiirde, oder aber mit Ké6rner, daB im Corium eine 
interfibrillire Substanz strictiori sensu vollig fehlt. So ist denn 
auch Halliburton bei seinen Untersuchungen tiber Myxoedema 
von der Annahme ausgegangen, dai der Stoff, welcher von 
Kalk- oder Barytwasser der Haut entzogen wird, zu den 
Mucoiden gerechnet werden mubB.?) 

Die Richtigkeit dieser Annahme geht, wie ich glaube, 
aus den Beobachtungen, deren Beschreibung ich hier folgen 
lasse, hervor. 

Ich habe die Haut des Pferdes, des Rindes, des Kanin- 
chens, ein einzelnes Mal auch des Menschen (Haut des wegen 
Sarkoma am Knie amputierten Unterschenkels) untersucht. Fiir 
jede Bereitung wurde ein Stiick ganz frische Haut abrasiert 
und in Scheiben geschnitten, welche aufeinandergelegt bei einem 
Druck von 250 Atmosphiiren wiéhrend 24 Stunden ausgeprebt 
wurden, soda’ Blut und Gewebssaft so gut wie vollig entfernt 
wurden.*) Dann wurden die trockenen diinnen Scheiben, jedes- 
mal etwa 100 g, zerschnitten und 24 Stunden mit Wasser 
ausgezogen. Die also gereinigte Haut wurde in 400 ecm halb- 
gesiittigtes Kalkwasser gebracht, nach 24 Stunden koliert und 
in Wasser gebracht, am folgenden Tag wieder in halbgesiittigtes 





‘) Jahresber. der deutschen Gerberschule zu Freiburg i. $., 1898 
bis 1899, S. 4. 

) Trans. Clin. Soc. London, Vol. XXI, Supplem., p. 47, und Journal 
of Pathol. and Bacteriol., 1892, p. 1. 

*) Vel. Staal, Diese Zeitschrift, Bd. LVIII, S. 97. 
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Kalkwasser und so weiter abwechselnd mit Kalkwasser und 
Wasser wihrend mehrerer Tage ausgezogen, bis nur sehr wenig 
Substanz mehr in das Extrakt tiberging. Die kolierten triiben 
Extrakte wurden auf dem Saugfilter.durch zusammengepreBten 
Papierbrei filtriert. Im Anfang der Extraktion waren die Filtrate 
leicht opalescent, spater, als sich nur wenig mehr in dem 
Kalkwasser lOste, waren sie diinn und wasserklar. Aus der 
Haut des Pferdes und des Rindes wurde gewoéhnlich nach acht- 
tigiger Extraktion so gut wie keine von Essigsiiure fiillbare 
Substanz mehr erhalten. Linger dauerte es bei der Kiilber- 
haut, welche mehr in verdtinntem Kalkwasser lésliche Substanz 
lieferte und bisweilen erst nach vierwoéchentlicher Extraktion so 
gut wie ganz erschdpft war. Wurde das Ausziehen in der 
beschriebenen Weise noch langer fortgesetzt, so wurde schlieB- 
lich ein Extrakt erhalten, welches nach Zusatz von Essigsiiure, 
auch wenn dabei ein Uberschuf sorgfiiltig vermieden wurde, 
nicht die geringste Opalescenz zeigte.!) 

In dieser Hinsicht sind meine Ergebnisse mit denjenigen 
von Reimer in Widerspruch. Dieser Forscher erwihnt ja, 
dah bei wiederholter Extraktion der Haut immer wieder be- 
triichtliche Mengen von «Coriin» in Lésung kamen, und hiit 
in bezug hierauf die Frage nicht ungerechtfertigt, «ob sich die 
Substanz durch die lange Einwirkung des Kalkwassers von 
neuem gebildet hat und ein Umsatzprodukt des Bindegewebes, 
des Hauptbestandteiles der Haut, ist». ?) 

Ich bemerke dabei, daB Reimer nicht frische Haut 
untersuchte, sondern Haut, welche erst in der Gerberei behufs 
Enthaarung mit Kalkmilch behandelt und dann durch Auswaschen 
und Kneten mit Wasser von léslichen Stoffen méglichst befreit 
worden war. Erst dann, wenn also die mit Kalk eine lésliche 
Verbindung bildende interfibrilliire Substanz sicher zum gr6Bten 
Teil entfernt worden war, wurde zur Bereitung des «Coriins» 





‘) Wurde dann die Haut in mit H,S gesittigtes Kalkwasser ge- 
bracht, so wurde das Epithel angegriffen und kam eine mittels Essig- 
sdure fallbare Substanz in Liésung, welche sich aber kein Glukoproteid 
zu sein herausstellte, sondern in 0,2°%oiger HCl gelést und mit Pepsin 
digeriert, einen in Alkali leicht léslichen Niederschlag lieferte. 

2) a. a. O. S. 156. 
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geschritten, und zwar wurde die zerschnittene Haut mehrere 
Tage lang nicht in verdiinntem, sondern in gesattigtem Kalk- 
wasser, bei leichter Erwarmung («bis zur Handwarme >») dige- 
riert. Bei dieser Behandlung bleiben die Bindegewebsfibrillen 
wohl nicht unangegriffen. Es ist also wahrscheinlich, dab die 
von Reimer dargestellte Substanz aus durch das Kalkwasser 
veriindertem Kollagen, mit einer geringen Menge der durch die 
vorbereitende Behandlung nicht véllig entfernten interfibrillaéren 
Substanz vermischt, bestand. 

In meinen Versuchen dagegen, wobei die frische Haut, 
nach dem Auspressen und dem Auswaschen mit Wasser, mit ver- 
diinntem Kalkwasser bei Zimmertemperatur ausgezogen wurde, 
habe ich mich wiederholt mit Hilfe des Mikroskops davon tiber- 
zeugt, dali die Bindegewebsfibrillen zwar leicht zu isolieren 
waren, aber doch keine Spur von Quellung zeigten. 

Aus den filtrierten Extrakten konnte jetzt ebenso wie aus 
in derselben Weise bereiteten Sehnenextrakten eine mucoide 
Substanz dargestellt werden. Zusatz von 5°/oiger Essigsiéiure 
rief einen voluminésen, in Uberschu8 von Essigsiure léslichen 
Niederschlag hervor. Meistens bestand der Niederschlag aus 
zahen Fiiden, welche bei vorsichtigem Rtihren dem Rihrstab 
anhafteten und mit demselben aus der Fliissigkeit herausge- 
nommen werden konnten. Bisweilen war der Niederschlag 
flockig; dann wurde derselbe durch Zentrifugieren von der 
Fliissigkeit getrennt. Die Substanz wurde mit mittels Essigsiure 
schwach angesiuertem Wasser ausgewaschen, in Wasser ge- 
bracht und mit Hilfe von so wenig Kalkwasser oder Natronlauge, 
dal} die Reaktion der Fliissigkeit neutral wurde, geldst. Jetzt 
wurde sie wieder gefallt, meistens durch Zusatz von Essigsaure, 
bisweilen auch in der friiher von Huiskamp!) angegebenen 
Weise durch Elektrolyse. Dabei schied sich aus der salzfreien 
neutralen Lésung das EiweiB als Gallerte an der Anode ab, 
wihrend an der Kathode die Fliissigkeit alkalisch wurde. 

Diese saure, mit Alkalien und. alkalischen Erden in Wasser 
lésliche Verbindungen liefernde Eiweifsubstanz zeigte nicht nur 
in bezug auf die Viscositaét der Lésung und die Loslichkeit in 


') Diese Zeitschrift, Bd. XXXIV, S. 32. 
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Uberschu8 von Siiure, sondern auch darin Ubereinstimmung mit 
anderen Mucoidsubstanzen, daB die Lésung in ein- oder zwei- 
prozentiger Salzsdure nach einige Zeit fortgesetztem Kochen 
das Vermogen erhielt, die Fehlingsche Fliissigkeit zu reduzieren. 
Zwischen den Mucoiden der untersuchten Tiere wurden keine 
Unterschiede gefunden. Wohl aber zeigten sie sich einiger- 
mafen verschieden von aus der Achillessehne des Rindes oder 
des Kalbes durch Ausziehen mit halbgesiittigtem Kalkwasser 
dargestelltem Tendomucoid. Wé&ahrend die Substanz aus der 
Haut, welche ich Coriomucoid nennen werde, schon von einer 
geringen Menge von Essigsiure und dann meistens in ziihen 
Fiiden aus der Losung gefallt wird, ist zur Fiillung des Tendo- 
mucoids mehr Sdure erforderlich; 6fters erhielt ich erst dann 
einen sich beim Zentrifugieren gut absetzenden Niederschlag, 
wenn statt 5°/oiger Essigséiure 1°/oige Salzsiure zugesetzt 
wurde. Auch war der Niederschlag des Tendomucoids niemals 
fadenziehend, sondern immer flockig, wihrend derselbe in Uber- 
schuB von Séure, von Salzsiiure sogar, sich viel schwieriger 
als Coriomucoid léste. AuBerdem waren die LOsungen des 
Tendomucoids nie so viscés als die des Coriomucoids. 

Zur Analyse wurde das zweimal gefillte Mucoid statt mit 
angesiuertem mit alkoholhaltigem Wasser auf der Zentrifuge 
dreimal ausgewaschen, in starken Alkohol gebracht, filtriert, auf 
dem Filter mit Ather und mit absolutem Alkohol ausgewaschen 
und erst itiber Schwefelsiure, dann bei 110° getrocknet. 

Nach Zerstérung der organischen Substanz mit Schwefel- 
siiure und Salpetersiure nach Neumann konnte Phosphor 
niemals mehr als spurweise nachgewiesen werden. 

Die C- und H-Bestimmung wurde mittels Verbrennung 
durch Bleichromat mit reduzierter Kupferspirale ausgefiihrt, die 
N-Bestimmung nach Kjeldahl, die S-Bestimmung nach Ham- 
marsten, wobei fiir die Verbrennung eine Spiritusflamme ver- 
wendet wurde. 


Die Ergebnisse folgen hier: 
Rind I, 0,3097 g gaben 0,5740 g CO, und 0.2207 g H,O0, also 50,53°/o C 
und 7,97 °/o H. 


0;2716 g gaben 44,26 mg NH,, also 13,42°/0 N. 
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Rind II. 0,1554 g gaben 0,2852 g CO, und 0,1076 g H,0, also 50,05%o C 
und 7,75°/o H. 
0,2673 g gaben 0,0359 g BaSQ,, also 1,84°/o S. 
0,3772 » » 52,77 mg NHsg, >» 13,97°%o N. 
Pferd. 0,2034 » »  0,3767 g CO, und 0,1437 g H,0, also 50,51% C 
und 7,91°/o H. 
0,3294 g gaben 0,6037 g CO, und 0,2331 g H,O, also 49,98% C 
und 7,92°/o H. 
0.1472 g gaben 27,85 mg NHg, also 15,58°/o N. 
0,2364 » » 0,0256 g BaSQ,, also 1,49°%o S. 
Kalb. 0.2880 >» » 0,5407 g CO, und 0,1994 g H,O, also 51,2°/o C 
und 7,75°/o H. 
0.1170 g gaben 19,77 mg NHsg, also 13,92°/o N. 
0.1195 > » 2012 » » » 1387% » 
Wie aus diesen Zahlen hervorgeht, wird der Gehalt an 
C und auch an N hoher als bei anderen mucoiden Stoffen ge- 


funden. Fiir Tendomucoid wurde von anderen gefunden: 


C H N S 
48,30 6,44 11,75 0,81 (Loebisch) 
48,76 6,53 11,75 2,33 (Chittenden und Gies). 
48,04 6,67 12,47 2.20 (Cutter und Gies). 


Ich fand fiir Tendomucoid, nach dem oben beschriebenen 
Verfahren aus der Achillessehne des Rindes bereitet, N 11,31, 
S 2,72. 

Ks war nicht meine Absicht, die Darstellung einer ganz 
reinen Mucoidsubstanz aus dem Bindegewebe der Haut zu ver- 
suchen. Es ist wohl sehr fraglich, ob das mit den gegenwiir- 
tigen Hilfsmitteln méglich sein wiirde. Erstens kann bei dem 
befolgten Darstellungsverfahren Verunreinigung mit Nucleopro- 
teiden nicht ausgeschlossen werden. Die aus der Haut des 
Rindes, des Kalbes und des Pferdes dargestellte Substanz war 
denn auch niemals vollkommen frei von Phosphor, wenn auch 
die Menge davon fiir eine zuverlissige Bestimmung zu gering 
war. Nur in dem Mucoid aus der Kaninchenhaut wurde jedes- 
mal etwas mehr P gefunden. 

Aber auch wenn die Substanz aus Sehnen bereitet wird, 
welche an das Kalkwasser sicher weniger Nucleoproteide als 
die mit Epithel bekleidete Haut abgeben, und wo auferdem die 
geringe Loslichkeit des Mucoids in Uberschu8 von Sdure die 
Moglichkeit einer vollstindigen Trennung erhdht, auch dann 
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ist es sehr zweifelhaft, ob schlieBlich ein einheitliches Produkt 
erhalten wird. So wird es auch von Chittenden und Gies 
fiir keineswegs unwahrscheinlich gehalten, daf das fibrillire 
Bindegewebe zwei oder mehrere verschiedene Mucoide enthiilt.') 
Ich habe indessen noch auf anderem Wege zu erforschen ver- 
sucht, ob die interfibrillare Substanz des Coriums dem Tendo- 
mucoid an die Seite gestellt werden darf. 

Levene hat aus Tendomucoid mittels Natronlauge eine 
Substanz dargestellt, welcher er den Namen von Glukothion- 
siure gegeben hat.?) Derselbe Stoff ist nach diesem Forscher 
auch aus anderen Organen, wie Milz und Nieren, zu erhalten.*) 
Aus solchen, zum grofiten Teile aus Zellen bestehenden Organen 
wurde aber ein sehr unreines, insbesondere stark mit Nuclein- 
siiure verunreinigtes Produkt erhalten. Zwar glaubt Levene 
ein Mittel gefunden zu haben zur Entfernung der Nucleinsdure, 
aus seinen Mitteilungen geht aber hervor, dafi er damit seinen 
Zweck noch keineswegs vOllig erreichen konnte. Darauf hat 
Neuberg*) aufmerksam gemacht, welcher seine hierauf beziig- 
lichen Bemerkungen schlieBt mit dem Wunsch: «Man sollte mit 
der in jeder Hinsicht irrefiihrenden Bezeichnung Glukothionséure 
endgiiltig aufraumen>. 

Indessen ist bei der Bereitung von mucoidem Stoff aus 
Bindegewebe die Gefahr fiir Verunreinigung mit Nucleinsiiure 
sehr viel geringer, als bei der Bearbeitung von an Nucleopro- 
teiden so reichen Organen wie Milz und Nieren. 

Ich habe mich in erster Linie davon tiberzeugt, daB nach 
dem von Levene angegebenen Verfahren aus Tendomucoid 
eine Substanz erhalten werden konnte, die die EKigenschaften 
von «Glukothionsiure» besaf. 

Das frisch bereitete, zweimal mit Essigsiiure, bisweilen 
auch mit Salzsiure, aus dem Kalkwasserextrakt niedergeschla- 
gene, mit Wasser ausgewaschene Tendomucoid wurde in 2°/oiger 
Natronlauge gelist und einige Tage, wenigstens zwei, in ge- 





') Journ. of exp. med., Vol. I, p. 186. 

*) Diese Zeitschrift, Bd. XXXI, S. 395; Bd. XXXIX, S. 1. 
*) Ibidem, Bd. XXXVII, S, 400, Bd. XLV, S. 386. 

*) Biochem. Zeitschrift, Bd. XVI, S. 250. 
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schlossener I*lasche, darin belassen. Dann wurde die Lésung 
mit Essigsdéure schwach angesduert und eine ziemlich grofe 
Menge einer gesittigten wasserigen Pikrinsdéureldsung, sodann 
ein Uberschu8 von konzentrierter Essigsiure zugegeben. Der 
Niederschlag wurde abfiltriert, das Filtrat mit 3—4 Volumina 
92°/oigen Alkohols vermischt und der dadurch entstandene 
Niederschlag durch Dekantieren, zuerst mit Alkohol, dann mit 
Alkohol und Ather, zuletzt mit reinem Ather von Pikrinsaure 
befreit, auf das Filter gebracht, mit absolutem Alkohol aus- 
gewaschen und tiber Schwefelsaure getrocknet. Die so erhaltene 
Substanz wurde in wenig Wasser gelést und durch ein kleines 
Sauglilter aus zusammengepreftem Papierbrei filtriert. So 
wurde eine meistens ganz klare, bisweilen etwas opalisierende 
und viscése Loésung von saurer Reaktion erhalten, welche auf 
Zusatz von Chlorbaryum einen Niederschlag absetzte. War die 
Losung vorher mit Wasser verdiinnt, so blieb sie auf Zusatz 
von Chlorbaryum ganz klar. Um das Baryumsalz so vollstindig 
wie méglich zu erhalten, wurde die konzentrierte Lésung der 
Siiure mit dem gleichen Volumen Alkohol (92°/o) vermischt 
(hierbei blieb die LO6sung klar), sodann wurde eine Lésung 
von Chlorbaryum in 50°/oigem Alkohol zugegeben. Der ent- 
standene Niederschlag wurde mit 50°/oigem Alkohol chlorfrei 
gewaschen und getrocknet. Wurde dabei die zuerst ganz farblose 
Substanz beim Trocknen grau, was bisweilen stattfand, so 
wurde sie von neuem in Wasser geldst, filtriert und mit Al- 
kohol gefiillt. 

So wurde die Baryumverbindung als ein farbloses Pulver, 
das in Wasser zu einer klaren Fliissigkeit sich loste, erhalten. 
Diese Losung zeigte keine Biuretreaktion und reduzierte I eh- 
lingsche Lésung nicht. Wurde sie aber mit Salzséure einige 
Zeit gekocht, dann erhielt sie das Vermégen, zu reduzieren; 
beim Kochen setzte sich ein Niederschlag von Baryumsulfat 
ab. Die mit Salzsiiure gekochte Lésung gab auch die Orcin- 
reaktion, sei es auch schwach im Verhiltnis zu ihrem redu- 
zierenden Vermogen. 

Genau auf dieselbe Weise habe ich aus dem von Young’) 


‘) Journal of Physiol., Vol. XVI, p. 328. 
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Funismucin genannten Mucoidstoff aus dem menschlichen Nabel- 
strang Glukothionsaéure und ihre Baryumverbindung’ bereitet. 
Ebenso wie der aus Tendomucoid erhaltene, erwies sich auch 
dieser Stoff als eine Esterschwefelsiiure ; mit Salzsiiure gekocht, 
erhielt er das Vermégen, zu reduzieren, auch setzte sich dabei 
ein Niederschlag von Baryumsulfat ab. 

Es gelang mir aber nicht, aus dem nach der Methode 
von Hammarsten aus der Submaxillardriise des Rindes dar- 
gestellten Mucin nach dem beschriebenen Verfahren Glukothion- 
siure darzustellen. Dies gelang auch Levene nicht; allerdings 
hat dieser Forscher, sei es auch auf einem anderen, ziemlich 
umstindlichen Wege, aus Submaxillarismucin eine geringe 
Menge von einem Stoff, welcher Ahnlichkeit mit Glukothion- 
siiure hatte und eine Esterschwefelsdure zu sein schien, erhalten.') 

Allem Anscheine nach darf also wohl angenommen werden, 
daB die bisher untersuchten mucoiden Stoffe, die als Interfibrillar- 
substanz im Bindegewebe vorkommen, inkl. Chondromucoid 
und Osseomucoid, sich von anderen verwandten Stoffen unter- 
scheiden, da sie Proteide sind, in welchen aufer den Kohlen- 
hydratgruppen ein Schwefelsdurerest SO,OH anwesend ist. Aus 
Tendomucoid und aus Funismucin wenigstens wird durch ver- 
diinnte Natronlauge bei Zimmertemperatur eine Siiure frei ge- 
macht, welche ldslich in Wasser, unléslich in Alkohol und in 
Ather ist, und welche bei Hydrolyse mittels verdiinnter Siiure 
reduzierende Substanzen und Schwefelsdure liefert. 

Da ich die Frage, inwieweit die Interfibrilliirsubstanz aus 
dem Bindegewebe der Haut bereitet, mit Tendomucoid und 
Funismucin gleich zu stellen sei, zu beantworten hatte, schien 
es mir wiinschenswert, zu untersuchen, inwieweit auch aus 
«Coriomucoid» nach der Methode von Levene eine Substanz 
von der Art der Glukothionséure gewonnen werden konnte. 

Wirklich erhielt ich aus Coriomucoid des Rindes, Kalbes, 
Pferdes, Kaninchens und des Menschen nach Behandlung mit 
2°/oiger NaOH und Abscheidung des Eiweifes mittels Essig- 
siure und Pikrinsdéure eine in Alkohol und Ather unldsliche, 
in Wasser lésliche Siiure, welche keine Biuretreaktion gab, 





‘ Diese Zeitschrift, Bd. XXXI, S. 408. 
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mit Chlorbaryum ein in Wasser schwer, in 50°/oigem Alkohol 
unlésliches Salz lieferte, das auch im iibrigen in Eigenschaften 
ganz mit der Glukothionséure der Sehne und des Nabelstrangs 
iibereinstimmte. Wurde die Lésung der Séure mit Silbernitrat 
vermischt, so entstand ein flockiger Niederschlag, welcher so- 
wohl in Salpetersiiture wie in Ammoniak leicht léslich war. 
Weiter gab die Substanz eine zwar schwache Orcinreaktion, 
bei Destillation mit 30°/oiger HCl lieferte sie ein fliichtiges, 
ammoniakalische Silberl6sung reduzierendes, nach Furfurol 
riechendes Produkt, beim Sieden mit verdiinnter Salzsiure erhielt 
die Lisung unter Freiwerden von Schwefelséure starkes Re- 
duktionsvermégen. Mitsalzsaurem Phenylhydrazin und Natrium- 
acetat gekocht, gab die reduzierende Lésung einen sich bei 
Abkiihlung abscheidenden, in der Hitze léslichen, aus sehr 
kleinen Kugeln bestehenden gelbbraunen Niederschlag, welcher 
nicht weiter untersucht wurde. 

Die Schwierigkeit, geniigende Mengen der gut gereinigten 
Substanz zu sammeln, machte es mir unmdglich, alle Priéparate 
auf Abwesenheit von Phosphor zu priifen. Aus der Substanz, 
erhalten aus der Haut des Rindes und des Kalbes, wurde in 
zwei Fiillen jedesmal 0,3 bis 0,4 g, nach Zerstérung der orga- 
nischen Substanz nach Neumann, mit Molybdanséure beim 
Kalbe gar kein, beim Rinde ein nur eben sichtbarer Nieder- 
schlag erhalten. 

Von einigen Priiparaten des Baryumsalzes wurde der 
Stickstoffgehalt nach Kjeldahl ermittelt; auch die Menge der 
Schwefelsiure, die beim Kochen mit Salzséure frei wurde. 
Dazu wurde die Baryumverbindung in 1 °/oiger HCI gelost und 
wihrend 4 Stunden bei konstantem Volumen im Wasserbade 
gekocht. Dann wurde das abgeschiedene Baryumsulfat ab- 
filtriert, ausgewaschen, gegliiht und gewogen. Ohne Ausnahme 
enthielt der Stoff mehr Baryum, als zur Bindung der frei ge- 
wordenen Schwefelsiiure nétig war. Die vom Baryumsulfat 
abfiltrierte Fliissigkeit gab jedesmal auf Zusatz von Schwefel- 
siiure von neuem einen Niederschlag. Auf Zusatz von Chlor- 
baryum blieb sie klar. 

Die Resultate waren die folgenden: 
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Glukothionsaures Baryum aus 


Tendomucoid (Rind) 0,3497 g gaben 13,34 mg NH,, also 3,14°%o N 
01913 >» >» 458 » BaSO,, >» 3,28% 5S 

Funismucin (Mensch) 0,3628> » 370 » : > 140% S 
Coriomucoid (Rind) 1. 0,1327 >» » 5,78 » NHsg, >» 38,59% N 
ll. 0.3562 > » 1512 » >» > 3,50°%o N 

0.2654 > » 586 » BaSO,, » 3,03% S 

(Pferd) I. 0.3196 » » 1434 » NH,, >» 38,70% N 

Il. 0.3372 > » 17,52 » » » 4.28% N 

0.2283 » » 26,3 >» BaSO,, » 1,58%o0 S 


v 


(Kalb) I. 02937» » 14,44 » NH, 4,04°o N 

0.2433 > » 832 » BaSO, » 1,87% S 

Il. 0,2291> » 287 » » » 1,72%§ 
Glukothionséure aus Coriomucoid des Kaninchens: 
0,1360 g gaben 24,6 mg BaSQ,, also 2,48°/o S. 

Die Menge der aus der menschlichen Haut erhaltenen 
Substanz war leider zur Analyse zu klein. Der mucoide Stoff 
und die aus demselben dargestellte Glukothionsaure kamen 
aber, was die Eigenschaften anbetrifft, ganz mit den aus der 
Haut von Tieren bereiteten Stoffen tberein. 

Levene fand fiir das Baryumsalz der aus Tendomucoid 
dargestellten Séure: 2,65 °/o N und 2,51 °/o S.?) 

Meine Bestimmungen, welche sich auf von verschiedenen 
Tierarten stammende Stoffe beziehen, liefern keinen Beitrag 
zur naheren Kenntnis der «Glukothionsaure», ein Name, der, 
wie Neuberg bemerkt, fiir eine Esterschwefelsdiure nicht sehr 
gliicklich gewahlt ist. Aber, auch wenn zugegeben wird, dafB 
dieser Stoff noch keineswegs gentigend rein zur scharfen 
chemischen Analyse und Charakterisation dargestellt ist, so 
meine ich doch wohi recht zu haben, die Kigenschaften dieses 
so leicht von Alkali aus ihren Verbindungen mit Eiweif} frei 
zu machenden Stoffes in diesem Sinne zu verwerten, da’ daraus 
zu schliefen sei, dali, im Gegensatz zu Reimer und Korner, 
im Bindegewebe der Haut zwischen den Fibrillen ein mucoider 
Stoff, welcher mit der Interfibrilliérsubstanz der Sehne und 
des Nabelstranges duferst nahe verwandt ist, anwesend ist. 





') Diese Zeitschrift, Bd. XXXI, S. 401. 








Bemerkung zum Aufsatz von Herrn D. Ackermann: «Uber die 
Entstehung von Faulnisbasen>. 
(Diese Zeitschrift, Bd. LX, S. 482.) 


Von 
G. Barger. 


(Aus den Wellcome Physiological Research Laboratories, Herne Hill, London S. E.) 
(Der Redaktion zugegangen am 19. Juli 1909.) 





In diesem Aufsatz bespricht der Verfasser unter anderem die wahr- 
scheinliche Entstehung von Oxyphenylathylamin aus Tyrosin. Offenbar 
ist ihm eine Mitteilung entgangen, die ich im Marz dieses Jahres in Ge- 
meinschaft mit G. S. Walpole tber die den Blutdruck steigernden Sub- 
stanzen des faulenden Fleisches verdffentlicht habe.‘’) Von solchen Sub- 
stanzen fanden wir das Isoamylamin, das Phenylaithylamin und das 
p-Oxyphenylathylamin; fiir die letzte Base konnten wir die Entstehung 
aus Tyrosin durch Faulnis nachweisen, aber nur in einer Ausbeute von 
etwa 0,3—0,5°/o des angewandten Tyrosins. Vor kurzem habe ich ge- 
meinschaftlich mit H. H. Dale *) dieselbe Base in wasserigen Mutterkorn- 
ausziigen aufgefunden und auch das Vorhandensein von Isoamylamin in 
solchen Ausziigen wahrscheinlich gemacht. 

Diese Ergebnisse stehen in Einklang mit den von Herrn Acker- 
mann zitierten Beobachtungen Rielainders, der Tetramethylendiamin 
und Pentamethylendiamin in Mutterkorn nachgewiesen hat. Uberhaupt 
ist das Vorkommen von Isoamylamin schon mehrmals, und das Vor- 
kommen von p-Oxyphenylathylamin geradezu Ofters beobachtet worden. *) 

Schlieflich méchte ich auf die Méglichkeit hinweisen, daf das 
friiher von Herrn Ackermann isolierte Putrin C,,H,,N,O, *) vielleicht 
auch durch CO,-Abspaltung entstanden ist aus der von Fischer und 
Abderhalden beschriebenen Diaminotrioxydodekansiure C,,H,,N,O;. 


') G. Barger und G.S. Walpole, Journ. of Physiol., Bd. XXXVIII, 
S. 343. 

*) G. Barger und H. H. Dale, Journ. of Physiol., Bd. XXXVIII 
(Proc. Physiol. Soc. 15. Mai 1909). 

‘) G. Barger, Synthese und Isolierung des p-Oxyphenylathylamins. 
Journ. chem. Soc., 1909, Bd. XCV, S. 1123. 

4) Diese Zeitschrift, 1907, Bd. LIV, S. 20. 
































Zur Frage der EiweiBresorption. 
Von 
Otto Cohnheim und F. Makita (Heidelberg). 





(Der Redaktion zugegangen am 7. Juli 1909.) 





Der eine von uns hat im vorigen Jahre Untersuchungen 
iiber die Resorption von Pepton durch isolierte tiberlebende 
Fischdiirme angestellt.1) Die Diinndirme wurden in Ringersche 
Losung gelegt und mit Pepton gefiillt. Nach einigen Stunden 
konnte in der Aufenfliissigkeit eine groBe Menge Stickstoff nach- 
gewiesen werden, der also durch die Darmwand durchgegangen 
war, und von diesem Stickstoff war ein betréchtlicher Teil 
Ammoniak. Zu den Versuchen diente Pepton, das durch Pepsin- 
verdauung von Casein gewonnen war, und auferdem die natiir- 
liche Nahrung der Fische. Auch bei der Resorption von Aspa- 
raginsiure und Lysin konnte Ammoniak nachgewiesen werden. 

Wir haben nun die Versuche wieder aufgenommen, mit 
der Absicht, die Resorption von solchen Aminosiiuren zu stu- 
dieren, deren Umwandlungsprodukte leicht kenntlich sind. Wir 
wiihlten Tyrosin und Glykokoll. Alle in Betracht kommenden 
Umwandlungsprodukte des Tyrosins muften die Millonsche, 
und falls diese in der chlornatriumhaltigen Fliissigkeit nicht 
anzustellen war, die Paulysche Reaktion?) geben, eine Rot- 
fiirbung mit Diazobenzolsulfosiiure und Soda. Aus dem Glykokoll 
konnte nach der Vermutung von Neubauer®) Glyoxylsiure 
entstehen, die durch die umgekehrte Hopkinssche Reaktion, 
eine Firbung mit Witte-Pepton und konzentrierter Schwefel- 
siiure, leicht nachweisbar ist.4) Das Tyrosin war teils von 

'! O. Cohnheim, Diese Zeitschrift, Bd. LIX, S. 239 (1909). 

*) H. Pauly, Diese Zeitschrift, Bd. XLII, S. 508 (1904), 

5) 0. Neubauer, Deutsch. Arch. f. klin. Med., Bd. XCV, S. 211 (1909). 

4) H. Eppinger, Hofmeisters Beitr., Bd. VI, S. 492 (1905). — 
E. Granstrém, ibid., Bd. XI, S, 132 (1908). 
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Merck bezogen, teils hatten wir es uns durch Verdauung von 
Casein mit Pepsin und Erepsin selbst dargestellt, und das Pri- 
parat gereinigt. Das Glykokoll stammte von Kahlbaum. 

Die Versuche wurden im April 1909 in dem Laboratorium 
des Musée océanographique in Monaco angestellt. Wir danken 
dem Direktor des Instituts, Herrn Professor Richard, und dem 
Leiter der chemischen Abteilung, Herrn Dr. Ochsner, herz- 
lichst fiir ihre gitige Unterstiitzung. 

Als Versuchstiere dienten wieder Labriden, Labrus fe- 
stivus und Crenilabrus pavo. Leider waren sie nicht in 
geniigender Anzahl aufzutreiben, sodaf wir uns gendotigt sahen, 
daneben auch einen anderen, bei Monaco sehr hiufigen Fisch, 
Sargus annularis, zu verwenden, dessen Darm diinn und 
relativ lang ist. Indessen war die absolute Menge des Resor- 
bierten bei diesen Tieren auffallend geringer als bei den Labriden. 
Die Dirme bewegen sich auch in der Ringerschen Lésung 
nicht, wiihrend dies die Labrus- und Crenilabrusdirme stets 
tun. Die Zusammensetzung der Ringerschen Loésung und die 
ganze Versuchsanordnung war die gleiche, wie bei den friiheren 
Versuchen des einen von uns; nur die Versuchsdauer haben 
wir auf 4—6 Stunden beschrankt. 

Unsere simtlichen Reagenzien, die L6sungen von Glyko- 
koll und Tyrosin, gaben bei der Wasserdampfdestillation mit 
BaCO, kein Ammoniak ab. Der Titer einer vorgelegten Oxal- 
siiureldsung dnderte sich nicht. Nur mufte die Saurelésung 
nach beendigter Destillation in GefaBen aus Jenaer Glas ge- 


kocht werden. 


Versuche mit Glykokoll. 


4 Diirme von Labriden. Augen Ringersche Lésung. 
Innen 15 ccm Wasser mit 0,25 g Glykokoll. 51/s Stunden. Die 
ganze Menge der AuSenflissigkeit wird mit Magnesiumcarbonat 
durch Einleiten von Wasserdampf destilliert, 20 cem 4/10-n-Oxal- 
siiure werden abgesittigt. 

Bei den folgenden Versuchen wird die Destillation mit 


Baryumcarbonat vorgenommen. 
31/2 Darme von Crenilabrus pavo, alles kleine Tiere. 
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Innen Glykokolll6sung von der gleichen Konzentration, auBen 
Ringersche Lésung, der das Blut der betreffenden Fische zu- 
gefiigt war. Dauer 31/2 Stunden. Die Aufenfliissigkeit wird 
mit Essigsiiture und viel Kochsalz gekocht, das Eiweif abfiltriert. 
Das nicht ganz klare Filtrat enthaélt 16 mg N und 2 mg NH,—N. 
Die Fliissigkeit reduziert Silber- und Kupferoxyd nicht und gibt 
mit Witte-Pepton und konzentrierter Schwefelsiure keine Bunt- 
fiirbung, enthilt also keine Glyoxylsaure. 

4 Darme von Labrus und Crenilabrus, 2 von Sargus. 
Innen Glykokolldsung von gleicher Konzentration wie oben, auBen 
Ringerscbe Lésung ohne Blut. Die Flissigkeit enthalt 55 mg N, 
14mg NH,—N. Sie reduziert Silber- und Kupferoxyd nicht, 
gibt keine Hopkinssche Reaktion mit Schwefelséure und 
enthilt auBer Kohlenséure keine fliichtigen Séuren. 

4 Sargusdiirme und 31/2 Labrusdérme. Innen 20 ccm 
Wasser mit 0,4 g Glykokoll. AuBen bluthaltige Ringersche 
Lésung. 5 Stunden. Der aus der Ringerschen Loésung ab- 
strOmende Sauerstoff wird durch Natronlauge und Oxalsiure 
geleitet. Es entweicht kein Ammoniak, wohl aber etwas Kohlen- 
siure. AuBenfliissigkeit wird mit Kochsalz und etwas Phosphor- 
siure gekocht. Sie enthélt 48 mg N und 6 mg NH,—N. Sie 
gibt keine Hopkinssche Reaktion. 

Auch bei der Resorption von Glykokoll geht also Am- 
moniak oder, richtiger gesagt, eine fliichtige Base in die AuBen- 
fliissigkeit tiber, aber relativ wenig. Glyoxylsiure wird nicht 
gebildet. Was fiir eine Saure auftritt, die das Ammoniak neu- 
tralisiert, konnte bei den geringen Mengen, um die es sich 
handelte, nicht festgestellt werden. 


Versuche mit Tyrosin. 


Das Tyrosin wurde in ganz verdiinntem NaHCO, aufge- 
schwemmt, erwirmt, zur Abstumpfung der Alkalescenz Kohlen- 
saure durchgeleitet, und abkiihlen gelassen. Es list sich relativ 
wenig Tyrosin, doch werden die ungelésten Krystalle mit in die 
Dirme eingespritzt. 

3 Darme von Sargus annularis. Dauer 5!/2 Stunden. Die 
AuBenfliissigkeit ist Ringersche Lésung. Sie enthiilt 11 mg N, 

13* 
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5 mg NH,—N. Mit Diazobenzolsulfoséure und Soda Rotfiarbung. 
Die Millonsche Reaktion ist, wie wir uns tberzeugten, in 
Ringerscher Lisung von der fiir die Fische erforderlichen 
Konzentrationen mit Tyrosin und Pepton nicht auszufiihren. 
Phenylhydrazin und Salzséure gibt auch beim Erwirmen und 
nach langem Stehen keinen Niederschlag, Silber- und Kupfer- 
oxyd werden nicht reduziert. 

6 Darme von Sargus annularis. Aufien Ringersche Lé- 
sung. Dauer 41/2 Stunden. 21 mg N, 8mg NH,—N. _ Diazo- 
reaktion positiv. Keine Reduktion von Fehlingscher Lésung, 
kein Niederschlag mit Phenylhydrazin und Salzsiiure. 

6 Diirme von Labrus festivus, alles kleine Tiere. AuSen 
Ringersche Lésung. Dauer 5—6 Stunden. AuSenfliissigkeit 
ca. 165 ccm. 

40 ccm, nach Kjeldahl verascht, sittigen ab 2 ccm !/10-n-Saure 
40 » mit BaCO, destilliert, > » 2 » > 

Die Loésung enthiit 11,5 mg N, diese ausschlieBlich 
in Form von Ammoniak. Diazoreaktion positiv, keine Re- 
duktion von Fehlingscher Losung. Kein Niederschlag mit 
Phenylhydrazin und Salzsiure. 

4 Dirme von Labrus und Crenilabrus, alles kleine 
Tiere, sodafi in jeden Darm hoéchstens 1 ccm der Tyrosin- 
emulsion eingespritzt werden konnte. Aufen Ringersche 
Losung. 5'/2 Stunden. AuSenfliissigkeit 200 cem. 

4) ccm, nach Kjeldahl verascht, siittigen ab 0,8 ccm t/ro-n-Siure 
40 » mit BaCO, destilliert, > >» OS » > 

Es sind also 5,6 mg N vorhanden, diese aber ganz in 
Form einer fliichtigen Base. Diazoreaktion positiv. Keine 
Reduktion. 

Von den 3 letzten Versuchen wurde die nicht fiir die 
Destillation, die Kjeldahlbestimmungen und die Reaktionen 
verbrauchte Aufenfliissigkeit vorsichtig eingeengt, angesiiuert 
und mit vielen Portionen Ather geschiittelt. In den Ather ging 
nichts tiber, das die Millonsche oder die Diazoreaktion gab. 
Der Riickstand gab dagegen eine deutliche Diazoreaktion. 

Wir miissen aus diesen Versuchen den Schlufi ziehen, 
dab, wie es friiher fiir das Peptongemenge, fiir Asparaginsaure 
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und Lysin gezeigt worden war, so auch Glykokoll und Tyrosin 
bei dem Durchtritt durch die resorbierende Darmwand von 
Fischen desamidiert werden. Fiir das schwer lésliche Tyrosin 
lift sich bei der Wahl der geeigneten Versuchstiere sogar 
zeigen, daf die Desamidierung eine vollstiindige ist. Was neben 
dem Ammoniak fiir eine Siure gebildet wird, konnten wir 
infolge der geringen Zahl der zur Verfiigung stehenden Fische 
nicht feststellen, nur erscheint es nach unseren Kesultaten nicht 
wahrscheinlich, dafi Ketoséuren auftreten. 

Wir haben dann, obwohl von friiher schon negative Re- 
sultate vorlagen, noch einige Versuche mit den Diirmen von 
Hunden und Katzen gemacht. Die Darme wurden miglichst 
rasch aus dem Korper entnommen, mit Ringerscher Lésung 
ausgespllt, mit Tyrosin- oder Glykokollésung gefiillt und in 
kérperwarme Ringersche Lésung gelegt, durch die ein Sauer- 
stoffstrom perlte. Nach 11/2 Stunden wurde die Ringersche 
Losung auf Ammoniak, Stickstoff und Diazoreaktion gepriift. 

3 junge Hunde von 10 Tagen. Innen Tyrosin. 

420 ccm Aufentfliissigkeit, die triib ist und koagulierbares 
Eiweif enthalt. Sie enthalt 36 mg N, das Filtrat nach Ab- 
scheidung des EKiweifes 19 mg N, davon 2,5 mg NH,—N. Keine 
Rotung mit Diazobenzolsulfosiure und Soda. 

Katze. Innen nur Ringersche Losung. AuBfentfliissigkeit 
470 cem, triib, enthilt koagulierbares Eiweil. Sie enthiilt 
2,6 mg NH,—N, 35 mg N, 13 mg unkoagulierbaren Stickstoff. 

Katze. Innen Glykokoll. AuSenfliissigkeit 755 cem, 2,7 mg 
NH,—N, 41 mg N. 

Es geht bei den Siiugetierdiirmen so viel von den Diirmen 
in Lésung, daB die Versuche nicht anzustellen sind. 








Weiterer Beitrag zur Frage nach der Verwertung von tief 
abgebautem EiweiS im tierischen Organismus. 


X. Mitteilung. 


Von 
Emil Abderhalden. 





(Aus dem physiologischen Institut der tierarztlichen Hochschule, Berlin). 
(Der Redaktion zugegangen am 7. Juli 1909.) 





Mit der Feststellung, daB es gelingt, in der Nahrung alles 
Eiweifi durch vollstindig abgebautes Protein zu ersetzen, 
ist fiir zahlreiche Fragestellungen eine sichere Grundlage ge- 
geben. Einmal sind wir jetzt in der Lage, die Bedeutung der 
einzelnen Aminosauren fiir den Stoffwechsel genau zu verfol- 
gen, und vor allem werden wir auch Klarheit dartiber gewinnen 
kénnen, ob die einzelnen Aminoséuren eventuell durch ihre 
niichsten Abbauprodukte, z. B. nach erfolgter Desamidierung, 
ersetzbar sind. Wir kénnen, soweit unsere Methoden reichen, 
diese Versuche dadurch zu vollstandig einwandfreien gestalten, 
dafi wir die weggenommene Aminosaure wieder zusetzen und 
feststellen, ob nunmehr das vorher vorhandene Stickstoffgleich- 
gewicht wieder eintritt. So kann festgestellt werden, ob das 
eventuelle Versagen eines Gemisches von Aminosauren wirklich 
auf dem Fehlen eines bestimmten Bausteines beruht. So einfach 
und klar die Verhiiltnisse auch liegen, so schwierig gestaltet sich 
die einwandfreie Durchfiihrung derartiger Versuche. Bald er- 
gibt sich, daB ein Praparat durch die Wegnahme einer Amino- 
siure so beeinflu&{t wird, daB nach erfolgter Zugabe des feh- 
lenden Bausteines kein erheblicher Einflu8 bemerkbar wird. Am 
stérendsten wirkt jedoch der Umstand, dafi derartige Versuche, 
sollen sie wirklich entscheidenden Wert haben, tiber mehrere 
Wochen ausgedehnt werden miissen. Wir haben frither!) schon 








') Emil Abderhalden, Weiterer Beitrag zur Frage nach der Ver- 
wertung von tief abgebautem EiweifS im tierischen Organismus. Diese 
Zeitschrift, Bd. LVII, S. 364, 1908. 
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Versuche mitgeteilt, welche die erwahnte Fragestellung zum 
Gegenstand hatten. Es war nicht gegliickt, nach Wegnahme 
von l-Tryptophan mit vollstiéndig verdautem Casein Stickstoff- 
gleichgewicht zu erhalten. Beim Versuch, dasselbe Priparat 
- ]-Tryptophan zu geben, trat Erbrechen ein. Wir haben diese 
Versuche fortgesetzt und versucht, eine vollstiindige Reihe mit 
je 14 Tagen zu erhalten. Trotz aller Bemiihungen ist es auch 
diesmal nicht gelungen, eine liickenlose Versuchsreihe zu er- 
halten. Wir greifen deshalb auf schon langere Zeit zuriick- 
liegende, noch nicht verdffentlichte Versuche zuriick. Sie er- 
scheinen uns wertvoll genug und sind auch geeignet, die 
Frage, ob |-Tryptophan fehlen darf oder nicht, klar zu ent- 
scheiden. Dazu kommt, daf wir tiber viele Versuche in dieser 
Richtung verftigen, welche alle ohne Ausnahme zu dem gleichen 
Resultate fiihrten, nur wurden sie immer wieder durch Zwischen- 
fille, wie Erbrechen oder Nahrungsverweigerung oder Diarrhéen 
gestort. 

In den folgenden Versuchen sei als Praparat A vollstindig 
abgebautes Casein bezeichnet, als Praparat B dasselbe Casein, 
dem l-Tryptophan entzogen worden ist und als Priiparat C Pra- 
parat B nach Zusatz von |-Tryptophan.!) Wir begannen den Ver- 
such mit Praparat A und erhielten fast ununterbrochen wiihrend 
10 Tagen positive Stickstoffbilanz (Tabelle 1). Nun ersetzten 
wir Praiparat A durch B. Die Stickstoffbilanz wurde sofort 
stark negativ. Nach dem 8. Tage trat Erbrechen ein. Die 
Nahrung wurde verweigert. Der Versuch mufte abgebrochen 
werden. Nun fiitterten wir einen zweiten Hund mit Priaparat B. 
Es gelang nicht, das Tier vor Stickstoffverlust zu schiitzen. 
Wir gaben ihm nach 8 Tagen Priparat A. Es trat sofort 
Stickstoffgleichgewicht ein. Nach 4 Tagen gingen wir zu Pri- 
parat C tiber. Das Stickstoffgleichgewicht blieb bestehen. Leider 
traten am 4. Tage Diarrhéen ein. Nun begannen wir einen 
dritten Versuch mit Priparat C. Es gelang, nach 3 Tagen Stick- 
stoffgleichgewicht herzustellen. Am 8. Versuchstage gingen wir 
zu Praéparat B iiber. Sofort trat negative Stickstoffbilanz auf. 





*) Die bei den einzelnen Versuchen verwendeten Priparate ent- 
stammten verschiedenen Darstellungen. 
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Tabelle 1. 









































Korper- Wasser- Nah- | Harn-| Kot- | Kot- |Harn-|  N- 
Datum ; auf- Nahrung rungs- . 
gewicht| | nme N |menge|menge| N N | Bilanz Bemerkungen 

1908 | in g | in ccm in g in g |in ccm) in g| ing} ing| ing 

1. VIL} 11000 | 250 150 0,45 | 4,0 |-+0,05 
A ; — = 60 g verdautes Casein ein oe 3,$ : +O 
2 3. » | 11050 250 (Praparat A), 150 in 0,45 3,75 + 0,30 
oc 4. » | 11080 250 50 » Fett, 175 50,0 | 0,45 4,25 | — 0,20 
a is 11100 250 a5 , Traubenzucker, 4,5 _ pig nya += 
me 6. » | 11075 250 35 » Rohrzucker, 165 0,45 3,65 + 0,40 
S 7% >| 11120} 250 [149 , Starke 160 |] 045 | 354 /+0,51) | 
az 8 >| 11100] 280 19, Knochenasche 150 |) | 0.81 | 3.88 |+0,31 | Erin acta ier nam 
—= 9. »| 11150] 200 200 |$30,0 | 0,31 | 3,72 |-++0,47 
E 10. » | 11200 | 250 130 j 0,31 | 3,50 | +-0,69 

11. » | 11100 | 200 125 0,22 | 6,55 | — 2,27 

12. » | 10900 | 250 130 0,22 | 6,00 | — 1,72 

13. » | 10600 250 : 125 195, | 0,22 | 5,75 | — 1,47 

14. >| 10200 | 250 |( “06 Priparat B, sonst)| ,. | 138 | ~ | 0,22 | 6,12 |— 1,84 

15. » | 10000} 250 | wie oben. ” 1 140 | 0,22 | 613 | — 1,85 

16. >| 9900} 150 | 150 || 0,22 | 6,01 | 1.73 

7. >| 9950} 250 | ’ te eae se 

18. > 9800 | 250 |] 100 | — —|;~—] — Erbrechen. 
= | | | | Am 19. VII. Nahrung verweigert. 
= 
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Tabelle 3. 

Kérper- Wasner- Nah- | Harn-| Kot- | Kot- |Harn-| N- 

a gewicht = seins a menge|menge| N N_ | Bilanz Bemerkungen 
nahme N a 

1908 in g | in ccm in g in g jin ccm} in g/ ing} ing] ing 
1.VIIL.' 5150 100 100 0,20 | 3,50 | — 0,20 
2, » | 5100 | 100 120 |} 25 | 0,20 | 3,75 |—0,45 
3. » | 5110 | 150 30 g Priparat C, 130 | 0,21 | 3,80 |—0,49 
4.» | 5090 | 150 . ’ ee ap 122 025) 325! 0 
5. > 5100 on sy Makes 145 0,25 | 3,17 |+.0,08 
6. » | 5150 | 100 20 » Starke. 160 |7 45 | 0,25 | 3,18 | +007 
7. » | 5200 120 | 152 0,25 | 3,20 |-+.0,09 
8. > | 5250 | 125 || | | 160 |] 0,25 | 3,00 |-L0,25 
9.» | 5150 | 100 ) | 200 | 0.31 | 3,50 |—031 
10. » | 5100 | 150 | [45 g Priparat B, sonst|| | 12: | og | O81 | 3,99 | — 0,80 
11. > | 5000 | 150 | wie oben. if’ | 130 f° | O31 4,51 | — 1,22 | 
12. > | 4850 | 150 |, — 100 | | 031 4,50 |—1,31 
13. > | 4875 | 120 | | | 100 | — | — | 360) — 
14. » | 4895 | 150 ||50 g Priparat A, sonst}} | 112 | — | — | 34a] — 
15. >» 4910 150 | wie oben. ap | 124 | _ | 3,20 = 
16. > | 4920 | 150 | Ss | - wn; aera 


| Das Versuchstier erbrach. 
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Nun gaben wir Praparat A. Am 4. Versuchstag erbrach das 
Versuchstier. 

Es unterliegt keinem Zweifel, daf Praparat B nicht imstande 
war, den Stickstoffstoffwechsel der Versuchstiere zu bestreiten. 
Ebenso sicher war Priparat A vollstandig fiir Nahrungseiweif 
eingetreten, ferner war Priparat C ohne allen Zweifel dem 
Priparat A gleichwertig. Wenn es auch noch nicht gegliickt 
ist, den Wert der drei Praparate A, B und C an dem gleichen 
Versuchstier liickenlos zu vergleichen, so geben uns doch die vor- 
liegenden Versuche mit den friiher ver6ffentlichten zusammen eine 
gentigend einwandfreie Beantwortung der gestellten Frage. Die 
Versuche werden systematisch fortgesetzt. Da jedoch zu jedem 
Versuche eine gréfere Quantitét von abgebautem Eiweif ge- 
hort, und auBerdem die Entfernung einer einzelnen Aminosiure 
viele zum Teil schwierige Manipulationen bedingt, und ferner 
genau untersucht werden muf, 1. wie weit das Eiweif verdaut 
ist und 2. ob eine bestimmte Aminosdure wirklich vollstiéndig ent- 
fernt ist, und schlieBlich das entfernte Produkt auch isoliert, unter- 
sucht und wiederum zugesetzt werden muB, so ergibt sich eine 
grofe Summe von Arbeit. Sie kann durch Zufilligkeiten, wie Er- 
brechen, Diarrhéen leicht vollstandig vernichtet werden. Manche 
Praparate erwiesen sich als unbrauchbar, weil es nicht gelang, 
alle bei den einzelnen Reaktionen zugesetzten Bestandteile, wie 
Quecksilber, Baryt, quantitativ zu entfernen, wenigstens fiihren 
wir manche Erscheinungen auf die Gegenwart derartiger Stoffe 
zurtick. Wir glauben aber doch, dafB es sich trotz aller Schwierig- 
keiten lohnt, diese Versuche fortzusetzen. Sie scheinen uns vor- 
laufig am besten geeignet zu sein, ein klares Bild tiber den Ab- 
lauf des Eiweifstoffwechsels zu geben. Wir betrachten sie 
auch als Priifstein fiir die Hypothese, wonach das im Darm abge- 
baute Eiweif resp. das abgebaut zugefiihrte Eiweif im Organis- 
mus zum Teil wenigstens wieder zu Eiweifi aufgebaut wird. 











Uber den Gehalt des Kaninchen- und Hundeplasmas an 
peptolytischen Fermenten unter verschiedenen Bedingungen. 


I. Mitteilung. 
Von 


Emil Abderhalden und Ludwig Pincussohn. 





(Aus dem physiologischen Institut der tierarztlichen Hochschule, Berlin.) 


(Der Redaktion zugegangen am 7, Juli 1909.) 


In friiheren Mitteilungen') war bereits hervorgehoben 
worden, da Blutkérperchen, Blutplattchen und Plasma unter 
normalen Verhiiltnissen beim Pferde und Rinde einen verschie- 
denen Gehalt an peptolytischen Fermenten aufweisen, und vor 
allem ergab sich die wichtige Tatsache, daB dem Piasma dieser 
Tiere Fermente, die z. B. Glycyl-l-tyrosin zerlegen, ganz zu 
fehlen scheinen. Wir haben unsere Versuche auf andere Tier- 
arten ausgedehnt und haben gefunden, daf Unterschiede bei ver- 
schiedenen Tierspezies vorhanden sind. So spaltet z. B. Plasma 
resp. Serum vom Kaninchen Glycyl-l-tyrosin sehr rasch in seine 
Komponenten, wiihrend Plasma vom Hund dieses Dipeptid gar 
nicht oder doch nur sehr langsam angreift. Wir haben nun 
versucht festzustellen, ob der Gehalt des Plasmas an peptoly- 
tischen Fermenten sich beeinflussen la8t. Wir injizierten Ka- 
ninchen und Hunden wiederholt teils EiereiweiB, teils Pferde- 


'!) Emil Abderhalden und H. Deetjen, Uber den Abbau einiger 
Polypeptide durch die Blutkérperchen des Pferdes. Diese Zeitschrift, 
Bd. LI, S. 334, 1907. — Weitere Studien tiber den Abbau einiger Poly- 
peptide durch die roten Blutkérperchen und die Blutplattchen des Pferde- 
blutes. Ebenda, Bd. LIII, S. 280, 1907. — Emil Abderhalden und 
Berthold Oppler, Uber das Verhalten einiger Polypeptide gegen Blut- 
plasma und -serum vom Pferde. Ebenda, Bd. LIII, S. 294, 1907. — 
Emil Abderhalden und Wilfred H. Manwaring, Uber den Abbau 
einiger Polypeptide durch die roten Blutkérperchen und die Blutplattchen 
des Rinderblutes. Ebenda, Bd. LV, S. 377, 1908. — Emil Abderhalden 
und James S. McLester, Uber das Verhalten einiger Polypeptide gegen 
das Plasma des Rinderblutes. Ebenda, Bd. LY, S. 371, 1908. 
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serum und priiften dann nach einiger Zeit das Verhalten des 
Plasmas gegen einige Polypeptide. Zahlreiche Versuche ergaben, 
daB unzweifelhaft bei den mit artfremdem Eiweif} behandelten 
Tieren das Plasma einen héheren Gehalt an peptolytischen Fer- 
menten aufwies oder, vorsichtiger ausgedriickt, Polypeptide 
rascher spaltete. Es kam dies besonders deutlich bei Versuchen 
mit Hundeblutplasma zum Ausdruck. Kaninchen sind fiir derartige 
Versuche weniger geeignet, weil ihr Plasma einmal an und 
fiir sich schon Polypeptide, z. B. Glycyl-l-tyrosin, spaltet, und 
es ferner nicht ganz leicht ist, Plasma resp. Serum zu gewinnen, 
das absolut frei von Blutfarbstoff ist. Die geringste Auflésung 
von roten Blutkérperchen macht derartige Untersuchungen 
unbrauchbar, weil die roten Blutkérperchen an und fiir sich 
viele Polypeptide lebhaft spalten. Diese Versuche sind vor mehr 
als Jahresfrist ausgefiihrt worden. Wir hielten mit der Ver- 
Offentlichung der Resultate zurtick, um sie einesteils durch 
weitere Versuche zu sichern und andernteils nach mancherlei 
Richtungen zu erweitern. Der Befund, dali das Plasma von 
Hunden, denen bestimmte Eiweifarten parenteral zugefihrt 
worden sind, z. B. Glycyl-l-tyrosin rasch spaltet, wihrend das 
gleiche Dipeptid von normalem Hundeblutplasma bei gleicher 
Versuchsdauer kaum angegriffen wird, ist ohne Zweifel von 
einiger Bedeutung und weist vielleicht auf die Art hin, in der 
der Organismus sich gegen den Einflu8 nicht arteigenen und 
noch nicht assimilierten EiweifBes schiitzt.1) Das beobachtete 
Auftreten von Fermenten ist vielleicht als Schutz zu deuten. 
Wir haben mit unseren Versuchen nur eine bestimmte Gruppe 
von l’ermenten nachgewiesen, Fermente, die auf die einfacheren 
Abbaustufen der Eiweilistoffe eingestellt sind. Die erwéhnten 
Beobachtungen machen es wahrscheinlich, dafi auch Fermente 
auftreten, welche die héheren Abbauprodukte und die Proteine 
selbst angreifen. Weitere Versuche nach dieser Richtung sind 
in Angriff genommen. 

Der Gang der Untersuchung war der gewohnliche. In 





') Vgl. hierzu auch Ernst Heilner, Uber die Wirkung grofer 
Mengen artfremden Blutserums im Tierkérper nach Zufuhr per os und 
subkutan. Zeilschr. f. Biol., Bd. L, S. 26, 1907. 
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jedem Falle wurde 1 g des Polypeptids mit 10 ccm Plasma 
versetzt und die Lésung dann 3 Tage bei 37° aufbewahrt. 
Nach erfolgter EnteiweiBung mit Mastix und zum Teil mit Kaolin 
wurden dann die Spaltprodukte und etwa unverandertes Poly- 
peptid isoliert. Da die Methoden der Isolierung schon mehrfach | 
an dieser Stelle beschrieben worden sind, verzichten wir auf die 
Wiedergabe all der einzelnen Versuche und begniigen uns mit 
einer tabellarischen Wiedergabe der Resultate. Bemerkt sei 
noch, daB zur Verhinderung des Wachstums von Mikroorga- 
nismen Toluol angewandt wurde. 





Versuche mit Hundeplasma. i 





a) Versuche mit Glycyl-l-tyrosin. 
Der Hund erhielt am 20,/IIL. 08 40 ccm Pferdeserum subcutan Fy 
> 31,/IIL 40» ‘ ; 
» Q/IV. 50 ” > 
» 20,/IV. 50 > > > 


>» 12.,/V. um9Uhr 50 » > > ‘ 
Um 11 Uhr entblutet. 
Ein zweiter Hund erhielt am 31,/III. 08 40 cem Eiereiweif subcutan 





> 11/IV. 40 >» : ; 
>» Q2/IV. 50 >» ‘ . 
> O9/V. 50 >» , : 
> 19./V. 50 > > » 
> 13/VI. 50 » ‘ ; 


>» 20./VI. Entblutet. 








. P mav it Eiereiwei 
Plasma von normalenTieren| §/28m& von mit eiweil 





Ver- behandelten Tieren 
Isoliert Isoliert 
such} Glycin| Tyrosin Glycyl-l-tyrosin Glycin | Tyrosin | Glycyl-l-tyrosin 
ing | ing | in g in g in g in g 
1. 0 0 0,86 0,15 0,25 0,37 
2. 0,05 0,02 0,75 0,2 0,35 0,1 








Plasma vonmitPferdeserum 
behandelten Tieren 


0 0 0,78 0,15 | 0,25 0,25 


~ & 


0,1 0,15 0,56 0,18 | 0,28 0,26 
0 0,02 0,66 


or 
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Peptolytische Fermente des Kaninchen- und Hundeplasmas. 


b) Versuche mit dl-Leucyl-glycin. 


Der Hund eshiclt am 31./IIl. 08 40 ccm Eliereiweifi subcutan 

















> 11./IV. 40) » > 
>» 22,/IV. 50 : > 
>» 9,/V. 50 > > 
>» 19./V. 50 > > 
>» 2/VLI. 50 > » 
>» 4/VI. 50 > > Entblutet. 
. ; , Plasma von mit Eiereiweib 
Ver- PlasmavonnormalenTieren lego tal elit 
Isoliert Isoliert 
such} Glycin | Leucin | Leucyl-glycin] Glycin | Leucin | Leucyl-glycin 
in g ing | in g in g ing | in g 
1. 0 0 | 0,82 0,2 0,25 0,25 
2. 0,05 0,73 0,12 0,18 0,30 
3. 0,08 0,1 0,69 0,30 0,45 0 
4, 0 0,75 0 0 0,70 
5. — _ — 0,12 0,20 0,45 























Die mit Diglycyl-glycin ausgefiihrten Versuche ergaben 
kein scharfes Resultat, weil das Plasma von normalen Hunden 
dieses Tripeptid auch schon spaltet. Isoliert wurden Glykokoll, 
Glycyl-glycin und unverandertes Tripeptid. Das Plasma der- 
jenigen Versuchstiere, die vorbehandelt waren, ergab grifere 
Mengen von Glykokoll, jedoch sind die Unterschiede nicht sehr 
erheblich. Hier mu unbedingt die Spaltung von bestimmten 
optisch aktiven Polypeptiden mit Hilfe der Polarisation verfolgt 
werden. Nur auf diesem Wege lassen sich Unterschiede in der 
Raschheit des Abbaus mit geniigender Scharfe feststellen. Aus 
dem gleichen Grunde verzichten wir vorliufig auf die mit Plasma 
von normalen und vorbehandelten Kaninchen erhaltenen Resul- 
tate, weil auch hier die Ausschlage nicht geniigend grof waren. 
Kaninchenplasma spaltet alle angewandten Polypeptide an und 
fiir sich. Bei Anwendung von Glycyl-l-tyrosin erfolgte fast 
durchwegs zuerst bei dem Plasma der vorbehandelten Tiere 
Tyrosinabscheidung, so daB auch hier ein Einflu8 der Zufuhr 
von artfremdem Eiweifi vorzuliegen scheint. Jedenfalls haben 
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wir in der Benutzung von Polypeptiden und ganz speziell von 
optisch aktiven Polypeptiden ein Mittel an der Hand, das uns 
gestattet, derartige Probleme in bestimmter Richtung zu ver- 
folgen. Vor allen Dingen wird es mit Hilfe der optischen Me- 
thode méglich sein, mit voller Schirfe zu entscheiden, ob der 
tierische Organismus nach parenteraler Zufuhr bestimmter Ei- 
weifarten und von bestimmten EiweifSabbauprodukten und even- 
tuell von synthetisch gewonnenen Polypeptiden Fermente an das 
Plasma abgibt, die fiir den zugefiihrten Korper spezifisch sind. 
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Vergleichende Hydrolyse von Seide durch kochende rauchende 
Salzsdure, 25°/oige Schwefelsaure, 25°/oige Natronlauge und 
hei& gesattigte Barytlésung. 

Von 
Emil Abderhalden, F. Medigreceanu und L. Pincussohn. 


(Aus dem physiologischen Institute der tierairztlichen Hochschule, Berlin.) 





(Der Redaktion zugegangen am 7. Juli 1909.) 





Es ist wiederholt die Vermutung ausgesprochen worden, 
daf die bei der totalen Hydrolyse von Proteinen mit starken 
Siiuren entstehenden Abbauprodukte —- die Aminosaéuren — 
zum Teil wenigstens im Eiweif nicht vorgebildet seien. Es 
sollten in den Proteinen Komplexe enthalten sein, welche beim 
Abbau sekundiir bestimmte Aminosiiuren liefern. Diese An- 
nahme hat wenig fir sich. Vor allem spricht die Tatsache, 
dai beim Abbau der Proteine durch Fermente dieselben Amino- 
siiuren erhalten werden, wie bei der totalen Hydrolyse mit 
Sduren, dafiir, dafi die einzelnen Aminosiiuren als solche im 
KiweiB enthalten sind. Einzig fiir das Prolin und Oxyprolin 
ist die Méglichkeit einer sekundiéren Entstehung nicht ausge- 
schlossen. Es ist bis jetzt nicht gegliickt, diese beiden Amino- 
siiuren aus dem Verdauungsgemisch von Proteinen direkt in 
reinem Zustande zu isolieren. Umfassende Versuche nach dieser 
Richtung sind im Gange. Nun finden sich in der Literatur An- 
gaben, wonach die Ausbeuten an verschiedenen Aminosiiuren 
sehr verschiedene sind, je nach dem Mittel, mit dem man den 
totalen Abbau von Proteinen herbeifiihrt. So sollte z. B. nach 
Kutscher und Seemann!) bei der Spaltung mit siedender 





’) Fr. Kutscher und J. Seemann, Beitrag zur Kenntnis der Ver- 
dauung im Diinndarm. Vorliufige Mitteilung. Diese Zeitschrift, Bd. XLIX, 
S. 298, 1906. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. LXI. 14 
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konzentrierter Salzsiure mehr Glutaminséure aus einem be- 
stimmten Protein entstehen, als bei Anwendung von 33 °/oiger 
Schwefelsiiure. Der eine von uns hat bereits in Gemeinschaft 
mit Funk!) darauf hingewiesen, dai diese Beobachtungen nicht 
richtig sind. Neuerdings sind Skraup und Tiirk?) zu dem 
gleichen Resultat gelangt. Wir hatten auch wiederholt Gelegen- 
heit, die bei der totalen Hydrolyse von bestimmten Proteinen 
— Edestin, Gliadin, Casein — durch rauchende Salzsiéure und 
25°/oige Schwefelséiure erhaltenen Mengen an Glutaminsiiure 
mit der Ausbeute an dieser Aminoséure zu vergleichen, die 
bei der successiven Verdauung mit Pankreas- und Darmsaft 
erhalten worden war. Auch hier fanden sich keine wesent- 
lichen Unterschiede. Es weisen somit alle Beobachtungen darauf 
hin, daB beim totalen Abbau der Proteine mit verschiedenen 
Mitteln im allgemeinen dieselben Aminosauren und in annihernd 
den gleichen Ausbeuten erhalten werden. 

Es erschien uns nicht iiberfltissig, durch eine systematische 
Untersuchung eine weitere Klérung der eben erwidhnten Frage 
herbeizufiihren. Wir wahlten als Ausgangsmaterial einen seiner 
Zusammensetzung nach mdglichst gut bekannten Eiweifkorper, 
naimlich die Seide. Sie besteht nach den Untersuchungen Emil 
Fischers fast ausschlieBlich aus Monoaminosauren und zwar 
herrschen Glykokoll, Alanin, Serin und Tyrosin vor. Wir gingen 
von gewohnlicher Abfallseide aus. Sie wurde nicht degommiert. 
Je 100 g dieser Seide wurden 1. mit rauchender Salzsiure, 
2. mit 25°%/oiger Schwefelsiure, 3. mit 25°/oiger Natronlauge 
und 4, mit heib gesattigter Barytlisung hydrolysiert. Es wurden 
bestimmt Tyrosin, Glykokoll und Alanin. Es ergab sich, daf 
die Ausbeuten an diesen Aminosiéuren annihernd die gleichen 
waren. Die Unterschiede lassen sich ohne weiteres auf die 
angewandte Methodik zuriickfiihren. Hervorgehoben sei, dai 





') Emil Abderhalden und Casimir Funk, Beitrag zur Kenntnis 
der beim Kochen von Casein mit 25°/oiger Schwefelséure und mit starker Salz- 
siiure entstehenden Spaltungsprodukte. Diese Zeitschrift, Bd. LIII, S.19, 1907. 

*) Zd. H. Skraup und W. Tiirk, Notiz tiber die Hydrolyse von 
Casein mit Salzsiure und Schwefelsiure. Monatshefte fiir Chemie, Bd. XXX, 
S. 287, 1909. 
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bei der Hydrolyse mit Natronlauge und mit Baryt die Ausbeuten 
an Tyrosin etwas hoher waren, als bei der Hydrolyse mit Sauren; 
ferner ist von Interesse, daB, wie vorauszusehen war, beim Abbau 
mit Alkalien ausgedehnte Racemisierung eintritt, und zwar er- 
folgt sie offenbar schon vor erfolgtem Abbau, wie Beobachtungen 
bei der partiellen Hydrolyse von Seide mit Natronlauge und 
mit Baryt ergaben. Uber diese Versuche soll spiiter berichtet 


werden. ') 


1. Hydrolyse mit rauchender Salzsaure (spez. Gew. 1,19). 


Die Hydrolyse wurde in tblicher Weise durch 6 stiindiges 
Kochen mit der 3fachen Menge Saure herbeigefiihrt. Das 
dunkel gefarbte Hydrolysat wurde filtriert. Der Riickstand wog 
nach wiederholtem Auswaschen mit Salzsdure, Wasser und 
Alkohol 3,5 g. Die Waschwiasser wurden mit dem Filtrat ver- 
einigt und die Salzsiure mit der berechneten Menge Natron- 
lauge genau neutralisiert. Vom ausfallenden Tyrosin wurde 
abfiltriert. Es fiel zunichst in Form dunkelbraun gefarbter 
Flocken aus. Die Ausbeute an Tyrosin betrug nach erfolgtem 
Umkrystallisieren aus heifem Wasser unter Anwendung von 
Tierkohle 6,2 g. 

Die Mutterlauge vom Tyrosin wurde unter vermindertem 
Druck zur Trockene verdampft und der Riickstand dann in 
gewohnter Weise verestert. Der ganze Prozefi wurde nach 
jedesmaliger Abscheidung des Glykokollesterchlorhydrates so 
lange wiederholt, bis keine Krystallisation mehr erfolgte. Die 
Ausbeute an Glykokoll betrug 26 g. 

Die Mutterlauge vom Glykokollesterchlorhydrat wurde nun- 
mehr unter vermindertem Druck verdampft und die Ester mit 
Kaliumcarbonat und Alkali in iiblicher Weise in Freiheit gesetzt. 
Die Ester wurden in zwei Fraktionen aufgefangen, namlich 
bei 0,3 mm Druck bis 100° des Wasserbades und von 100 — 200° 
des Olbades bei gleichem Druck. 





‘) Vgl. hierzu: A. Kossel und F. Weiss, Uber die Einwirkung 
von Alkalien auf Proteinstoffe. I. Mitteilung. Diese Zeitschrift, Bd. LIX, 
S. 492, 1909, und II. Mitteilung. Ebenda, Bd. LX, S. 311, 1909. 


14* 
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Fraktion I hinterlieB nach erfolgter Verseifung mit Wasser 
und Eindampfen einen Riickstand von 25 g. 

Fraktion II wog nach Verseifung mit Baryt und Entfernung 
des Baryts mit Schwefelsiure und Eindampfung des Filtrates 
vom Baryumsulfat 10 g. 

An Alanin wurden isoliert 13,5g. [a]),, = + 9,2° 
(in der berechneten Menge Salzsiéure geldst). 


2. Hydrolyse mit 25°%/oiger Schwefelsidure. 


100 g Seide wurden mit 500 ccm 25°/oiger Schwefelsiure 
16 Stunden am RiickfluBkiihler gekocht. Es hinterblieb ein 
Riickstand von 4,2 g. Das filtrierte Hydrolysai wurde mit Baryt 
quantitativ von Schwefelséure befreit. Der abfiltrierte Baryum- 
sulfatniederschlag wurde so lange mit Wasser ausgekocht, bis 
das Filtrat keine Millonsche Reaktion mehr gab. Siémtliche 
Filtrate wurden dann eingeengt und das in verschiedenen Frak- 
tionen ausgeschiedene Tyrosin aus heifem Wasser umkrystal- 
lisiert. Ausbeute 7,0 g Tyrosin. 

Die weitere Verarbeitung erfolgte in genau der gleichen 
Weise, wie es oben bei der Salzsiurehydrolyse beschrieben 
wurde. Die entsprechenden Werte sind: 

Ausbeute an Glykokoll 26,5 g, an Alanin 12,9 g. 


([a]ao = + 8,99). 
Fraktion I wog 23,0 g. 
Fraktion II wog 8,0 g. 


3. Hydrolyse mit 25°/oiger Natronlauge. 


100 g Seide wurden mit 500 ccm 25°/oiger Natronlauge 
20 Stunden am Riickflubkitihler gekocht. Das filtrierte Hydrolysat 
hinterlieS beim Filtrieren einen Riickstand von 4,0 g. Die Natron- 
lauge wurde mit Salzsiiure genau neutralisiert und die Losung 
zur Abscheidung des Tyrosins eingeengt. Ausbeute an Tyrosin 


= 80g. (al), in 4%/oiger Salzsiiure = 0). 
Die Mutterlauge vom Tyrosin wurde eingedampft und nach 


Zugabe von Alkohol gasférmige Salzsiiure eingeleitet. Vom 
Kochsalz wurde sofort heif abfiltriert und der Riickstand so 








ey 
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lange mit heifer alkoholischer Salzsiéure gewaschen, bis er 
schneeweiB war. Die Veresterung wurde auch hier so lange 
wiederholt, bis alles Glykokoll als Esterchlorhydrat ausgefallen 
war. Ausbeute an Glykokoll 27,0 g. 

Die Verarbeitung auf die tibrigen Aminosiiuren erfolgte 
wie oben beschrieben. Fraktion I wog 20,0 g und Fraktion II 


7,0 g. Ausbeute an Alanin 13,5 g. ({a].0 = 0°), 


4. Hydrolyse mit gesattigter Barytlésung. 


500 ccm Wasser wurden heifi mit Baryt gesattigt und 
auf 100 g Seide gegossen. Die Hydrolyse war nach 60stiindigem 
Kochen vollstandig. Das Hydrolysat wurde hei abfiltriert. Es 
hinterblieb ein Riickstand von 9,0 g. Das Filtrat wurde durch 
Zugabe von Schwefelséure quantitativ von Baryt befreit und 
dann in der tiblichen Weise Tyrosin abgeschieden. Selbst- 
verstindlich wurde auch hier der Baryumsulfatniederschlag 
griindlich ausgekocht. Ausbeute an Tyrosin 7,5 g, an Gly- 
kokoll 20,0 g und an Alanin 11,0g. Tyrosin und Alanin 
waren vollstandig racemisch. Fraktion I wog 18,5 g und Frak- 
tion II 8,5 g. 

Uberblickt man die erhaltenen Resultate und beriicksichtigt 
man die mannigfaltigen Manipulationen und die dadurch be- 
dingten Fehlerquellen, dann kommt man zum Schlusse, dab 
in engen Grenzen gleiche Mengen an Aminosduren erhalten 
werden, gleichgiiltig, ob man Sauren oder Alkalien zur Hydrolyse 
von Seide verwendet. Wir haben diese Versuche dreimal durch- 
gefiihrt und stets das gleiche Resultat erhalten. Erwéihnt sei 
noch, daB beim Stehen von Seide mit 33°/oiger Natronlauge 
schon bei Zimmertemperatur auffallend bald Tyrosin frei wird. 





Uber die Alkoholyse des Lecithins. 
Von 
Adolf Rollett. 





(Aus der chemischen Abteilung des physiologischen Instituts der Universitat Bertin.) 


(Der Redaktion zugegangen am 12. Juli 1909.) 


In der Literatur und den Lehrbiichern ist die Annahme 
verbreitet, daf die Spaltung des Lecithins in saurer Lésung 
nur schwierig erfolgt. MacLean’) widerlegt diese Anschauung 
und gibt der sauren Spaltung zum Zweck der Cholingewinnung 
vor der alkalischen sogar den Vorzug. 

Bei vorliegender Untersuchung, die auf Anregung von 
Herrn Professor Thierfelder ausgefiihrt wurde, handelte es 
sich um die Isolierung der Fettsiéiuren, die womdglich als Ester 
durch fraktionierte Destillation getrennt werden sollten. 

Nun ist es von der Fettchemie her eine bekannte Tat- 
sache, dafB sich Fette durch Kochen mit methylalkoholischer 
Salzsiure in Methylester der entsprechenden Fettsiéiuren um- 
wandeln lassen. Diese Reaktion wurde zuerst von Roch- 
leder*?) zum Zwecke der Glyceringewinnung angewandt. Dann 
betonte Berthelot’) ihren allgemeinen Charakter. Haller‘) 
endlich hat vor relativ kurzer Zeit diese Reaktion zum Studium 
der Fette und Ole benutazt. 

Bei den Olen, die stark ungesittigte Sauren enthalten, 
stiBt die Reaktion insofern auf Schwierigkeiten, als das Produkt 
zum Teil verharzt und die resultierende teerartige Masse wenig 
zu weiteren Untersuchungen einlidt. Haller®) sucht diesem 
Ubelstande durch Anwendung eines Lésungsmittels abzuhelfen 
— er schligt Ather, Benzol oder Tetrachlorkohlenstoff vor. 





') Diese Zeitschrift, Bd. LIX, S. 223, 1909. 

*) Liebigs Ann., Bd. LIX, S. 260, 1846. 

5) Ann. de chimie et physique, Ill¢ série, Bd. XLI, S. 311, 1854. 
*) Comptes rendus, Bd, CXLIII, S. 657, 1906; Haller und Jous- 
souffian, Bd. CXLIII, 8. 803. 

5) Comptes rendus, Bd. CXLIV, S. 462, 1907. 
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Es gelang ihm sogar — bei Anwendung von Ather — zwei 
neue Siiuren, Stearin- und Arachinsaure, im Lein6l aufzufinden..) 
Diese Umesterung — Haller schligt die Bezeichnung 


«Alkoholyse» vor — lat sich aber leicht auch ohne Anwendung 
von Lésungsmitteln ausfiihren; man braucht nur dem Gemisch 
von Ol und methylalkoholischer Salzsaure etwas Zinn oder Zink 
zusetzen. Der naszierende Wasserstoff verhindert eine Anlagerung 
von Halogen an die ungesattigten Séuren. Eine weitere Reduk- 
tion derselben — etwa bis zur Stearinsiure — ist nicht zu be- 
fiirchten, da ja nach Hazura?) die Linolséure durch Reduktion 
ihres Tetrabromids mit Zinn und alkoholischer Salzsiure dar- 
gestellt wird. Dasselbe — Bestindigkeit gegen naszierenden 
Wasserstoff — gilt auch fiir die andern ungesiittigten Fettséuren. 

Es ist selbstverstindlich, daB man mit Hilfe des be- 
schriebenen Kunstgriffes auch mit Leichtigkeit verschiedene 
leicht oxydable Sauren verestern kann. Dies wurde mit bestem 
Erfolge an den durch Verseifung von Leinél erhaltenen Fett- 
siuren versucht. Wegen der Details der Methodik verweise 
ich auf den experimentellen Teil. 

Nach diesen Vorversuchen konnte die Alkoholyse des 
Lecithins in Angriff genommen werden. Zur Verwendung ge- 
langten verschiedene Fraktionen von Eigelblecithin. Sie wurden 
mit Zinn und methylalkoholischer Salzsiure mehrere Stunden 
am RiickfluBkiihler gekocht, die entstandenen Ester mit Petrol- 
dither ausgeschiittelt und im Vakuum destilliert. Wie aus dem 
experimentellen Teil hervorgeht, wurden auf diese Art die 
Ester in einer Ausbeute bis zu 92,6 °/o erhalten, berechnet auf 
die bekannte Formel des Distearyllecithins. 

Die Untersuchung der Ester und insbesondere der Nach- 
weis der verschiedenen Fettsiuren in dem Gemisch ist zu 
keinem Abschlu8 gekommen. Dies muf den Gegenstand weiterer 
Untersuchungen bilden. Doch méchte ich jetzt schon auf ein 
ziemlich bemerkenswertes Ergebnis hinweisen. 

Von den verwendeten Lecithinen wurde stets, ebenso 
wie von den erhaltenen Estern, die Jodzahl bestimmt. Der 





‘) Comptes rendus, Bd. CXLVI, S. 257, 1908. 
2) Monatshefte f. Chemie, Bd. VIII, S. 147, 1887. 
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absolute Wert der Jodzahl war begreiflicherweise bei den 
Estern stets hoher als bei den entsprechenden Lecithinfraktionen. 
Setzt man im Lecithin die Jodzahl willktirlich = 100, so be- 
rechnet sich unter der Annahme, da8 die Doppelbindungen nur 
in den Séureresten vorkommen, beim Distearyllecithin fiir die 
Ester eine Jodzahl von 135,4. Ist das Molekulargewicht der 
Fettsiuren geringer als das der Stearinsiiure, so muB die Jod- 
zahl noch mehr ansteigen und z. B. bei Séiuren vom Molekular- 
gewicht der Palmitinsiure 139 erreichen. 

Ist das Lecithin unrein oder teilweise oxydiert, so mu 
das Ansteigen der Jodzahl noch gréfer werden. 

Dies wurde auch bei manchen Fraktionen beobachtet: 
bei Versuch I, bei dem ein ziemlich unreines, dunkel gefirbtes 
Praparat zur Verwendung kam, war das Verhiiltnis der Jod- 
zahlen sogar 100: 165. Bei andern Fraktionen jedoch, und 
gerade bei der besonders reinen Fraktion II, betrug das An- 
steigen der Jodzahl nur 100: 125,7. 

Diese Tatsache lift sich schwer anders deuten, als durch 
die Annahme, daf im Lecithinmolektil auBer den Fettsiuren 
noch eine andere Quelle der Jodaddition vorhanden ist. Man 
kénnte an die Base denken, die die Versuche von MacLean!) 
neben dem Cholin vermuten lassen. Es ware gewib von Inter- 
esse gewesen, diesbeziigliche Versuche anzustellen. Da es mir 
indes aus iiuferen Griinden nicht modglich war, die Untersuchung 
fortzufiihren, mu ich mich auf diesen kurzen Hinweis be- 
schriinken. 

Experimenteller Teil. 
Leinolester aus Leindl. 


30 g Kahlbaumsches Leinol von der Jodzahl 185,0 
wurden mit 300 ccm 2-n-methylalkoholischer Salzsiure und 
ea. 50 g granulierten Zinns 6 Stunden am Wasserbad am 
RiickfluBkiihler gekocht. Das Ol, das zuerst unter der Alkohol- 
lésung sich befand, stieg gegen Ende an die Oberflaiche. Eine 
Dunkelfiirbung fand nicht statt. Nach dem Abkiihlen wurde 
das Reaktionsprodukt vom iiberschiissigen Zinn abgegossen, 





') Diese Zeitschrift, Bd. LIX, S. 223, 1909. 
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mit Petrolaither zweimal ausgeschiittelt; der Petroliitherauszug 
zweimal mit Wasser geschiittelt (zur Entfernung von Alkohol), 
dann mit Natriumsulfat getrocknet und nach dem Verdunsten 
des Petrolathers der Riickstand im Vakuum destilliert. Die 
Ester gingen bei 20 mm zwischen 216° und 236° tiber und 
bildeten ein wasserhelles Ol, wihrend ein geringer dunkler 
Riickstand zurtickblieb. Die Ausbeute betrug 265 g = 88,3 °/o. 
Die Jodzahl des Destillates wurde wieder zu 185,0 gefunden. 


Veresterung von Leindlsiure. 


24 g Kahlbaumsche «Leinélsaure»!) von der Jodzahl 
178,3 wurden mit 200 ccm 2-n-methylalkoholischer Salzsiéure 
und ca. 50 g Zink 4 Stunden am RiickfluBkiihler gekocht; die 
weitere Verarbeitung gestaltete sich genau wie oben. Der 
Verdampfungsriickstand war hell bernsteingelb gefiirbt und 
ergab bei der Destillation wieder ein wasserhelles Ol. Der 
Siedepunkt lag bei 14/15 mm zwischen 213° und 222°. Die 
Ausbeute betrug 22 g = 87,3 °/o. Die Jodzahl betrug 174,1. 
Aus der Jodzahl der angewandten Siéuren wiirde sich 169,8 
berechnen. 

Bei der Titration erwies sich der Ester als siurefrei. 


Alkoholyse von Lecithin. 


Von den zahlreichen angestellten Versuchen will ich drei 
typische herausgreifen, welche das verschieden hohe Ansteigen 
der Jodzahlen illustrieren. 

1. Versuch. Zur Verwendung gelangte ein Lecithin von 
ziemlich tiefbrauner Farbe, es war ein idlteres wenig reines 
Praiparat von der Jodzahl 27,6 (Wijs); der Versuch sollte als 
Vorversuch dienen. 

20,5 g von diesem Préparat wurden mit 105 cem 2,5-n- 
methylalkoholischer Salzsiure und ca. 30 g Zinn 8 Stunden am 
RiickfluBkiihler gekocht. Die Lésung bzw. Suspension, die an- 
fangs fast teerartig gefirbt war, wurde mit der Zeit ziemlich 





‘) Zu anderen Versuchen wurde eine aus Kahl baumschem Leinél 
durch Verseifen gewonnene Séure genommen. Diese war dunkler gefirbt 
als die Kahlbaumsche <Leinélsdiure», hatte aber eine weit hidhere Jod- 
zahl. Sonst gestaltete sich der Versuch ahnlich. 
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hell. Die oben aufschwimmenden Ester wurden nach dem Ab- 
kiihlen mit Petrolaéther ausgeschittelt, der Auszug mit Natrium- 
sulfat getrocknet, verdunstet und im Vakuum destilliert. Die 
Substanz ging bei 21 mm zwischen 205 und 235° iiber, unter 
Zuriicklassung eines geringen teerartigen Riickstandes. Erhalten 
wurden 10,7 g = 70,7°/o. Die Jodzahl (Wijs) wurde zu 45,6 
gefunden. Das Verhiltnis der Jodzahlen betrug also 100 : 165 
statt berechnet 100 : 135,4. 

2. Versuch. 10,8 g hellgelbes, wie Colophonium pulve- 
risierbares Lecithin, von der Jodzahl 69 (Hiibl) wurde genau in 
derselben Weise behandelt, nur wurde statt des Zinns ca. 30 g 
granuliertes Zink genommen. Der Siedepunkt der Ester betrug 
bei 32 mm 218—259°. Erhalten wurden 7,3 g = 91,5°/o. Die 
Jodzahl (Hiibl) wurde zu 86,7 gefunden. Das Verhiltnis der 
Jodzahlen betrug also 100 : 125,7, statt 100 : 135,4. 

3. Versuch. 45 g Lecithin von der Jodzahl 62,5 (Wijs) 
wurde in 20 ccm Methylalkohol gelist, nach 24 Stunden von 
einem geringen Bodensatz abfiltriert; es wurde noch 250 ccm 
5-n-methylalkoholischer Salzsiure und etwas Zink zugefiigt und 
8 Stunden am RiickfluBkiihler gekocht. Die weitere Verarbeitung 
erfolgte wie gewohnlich. 

Es wurden 30,7 g destillierte Ester erhalten, die bei 
21 mm zwischen 205 und 245° siedeten, die Hauptmenge ging 
bei 215/226° iiber. Die Ausbeute betrug 92,4°/o; die Jod- 
zahl (Wijs) wurde zu 85,4 gefunden. Das Verhialtnis der Jod- 
zahlen (100 : 136,7) kam in diesem Falle dem theoretischen 
(100 : 135,4) recht nahe. 

Wihrend also das unreine Material von Versuch 1 die 
erwartete hohe Steigerung und das reine Produkt von Versuch 3 
die nahezu theoretische Zunahme der Jodzahl zeigte, nahm 
letztere bei Versuch 2 und ebenso bei mehreren anderen, mit 
reinem Material angestellten Versuchen zwar ihrem absoluten 
Werte nach zu, aber in geringerem Mabe, als die bekannte 
Lecithinformel erheischt. 














Abbau der Cholsaure durch Oxydation. 


Von 
E. Letsche. 





(Aus dem physiologisch-chemischen Institut der Universitat Tubingen.) 


(Der Redaktion zugegangen am 12. Juli 1909.) 





In einer vor kurzem in dieser Zeitschrift erschienenen 
kleinen Arbeit!) habe ich die Hoffnung ausgesprochen, in einiger 
Zeit tiber Versuche mit Cholsiure berichten zu kénnen. 

Die eben erschienene Abhandlung von Herrn Panzer?) 
gibt mir Veranlassung, einige Resultate dieser Versuche schon 
jetzt bekannt zu geben, trotzdem ich beabsichtigt hatte, mit 
der Ver6ffentlichung bis zum AbschluB einer die im folgenden 
aufgefiihrten Resultate ergiinzenden Versuchsreihe zuzuwarten. 

Bei Beginn meiner Versuche hatte ich zum Abbau der 
Cholséure u. a. reine konzentrierte Salpetersiure verwendet, 
in der Hoffnung, mit Hilfe dieses Oxydationsmittels zu wohl- 
charakterisierten Abbauprodukten zu kommen. 

Ich habe diese Versuche jedoch abgebrochen; weniger 
weil ich keinen unmittelbaren Erfolg mit meinen Versuchen 
hatte, als vielmehr weil kurz nach Beginn meiner Versuche eine 
Arbeit von Herrn Panzer’) erschien, in der er iiber Oxydations- 
versuche von Cholsiiure mittels Salpetersiure berichtete und 
weitere Versuche in Aussicht stellte. 

Nach lingeren Vorversuchen fand ich dann in dem Sal- 
peterséure-Schwefelsdiuregemisch ein Oxydationsmittel, das mich 
zu einem wohlcharakterisierten Abbauprodukt mit 19 C-Atomen 
fiihrte. 





') Diese Zeitschrift, Bd. LX, S. 462. 

*) Diese Zeitschrift, Bd. LX, S. 376: Energische Oxydation der 
Cholsiure mit Salpetersdure. 

3) Diese Zeitschrift, Bd. XLVIII, S. 192. 
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Nach dem Ergebnis eingehender Untersuchungen kommt 
ihm die Formel C,,H,,0,, zu; es ist eine 5-basische Séure, die 
sich durch verschiedene Derivate, wie Salze, Ester und ein 
Hydrat charakterisieren laé6t und die auch in ihrem sonstigen 
Verhalten einige Eigentiimlichkeiten bietet. 

Ob diese Verbindung in na&herer Beziehung zu einer Siure 
von der Formel C,,H,,03, die Lassar-Cohn!') bei der Kali- 
schmelze von Cholsiiure erhalten hat, steht, werden weitere Ver- 
suche lehren. 

Bestimmte Schliisse auf die Konstitution der Cholsiure 
lit die Verbindung noch nicht zu; auch auf die Deutung der 
Beobachtung, dafi die von mir gefundene Saure beim Verestern 
unter bestimmten Bedingungen nur einen Diathylester bildet, 
sowie der Tatsache, dah beim Erhitzen der Séure tiber ihren 
Schmelzpunkt 2 Molekiile CO, abgespalten werden, mdéchte ich 
zundchst noch nicht eingehen, trotzdem in beiden Fallen zweifellos 
konstitutive Einfliisse im Spiele sind. 

Die Resultate, die man bei dem Abbau der Cholsiure 
zu Verbindungen mit einer kleineren Anzahl von C-Atomen bis 
jetzt erhalten hat, sind so diirftig, daB es mir noch sehr ver- 
friiht erscheint, die Aufstellung einer Formel zu versuchen, 
und ich hitte deshalb auch auf eine Diskussion dieser Frage 
verzichtet, hitte nicht Herr Panzer am Schlusse seiner Ab- 
handlung eine Formel aufgestellt, die auf den ersten Blick 
sehr plausibel erscheint, gegen welche aber nach meiner An- 
sicht folgende Uberlegungen sprechen. 

Nach den Untersuchungen von Mylius?) kommt der Chol- 
siiure die Formel C,,H,,O, zu; der O findet sich in Form einer 
Carboxylgruppe, zweier primaren und einer sekundaren Alkohol- 
gruppe; die Dehydrocholsadure bildet, wie Latschinoff*) ge- 
zeigt hat, das Bindeglied zwischen Cholséure und Biliansiure, 
welch letztere neben 3 Carboxylgruppen 2 Ketogruppen enthalt. 
Trifft diese Formulierung zu und sind die Formeln fiir Dehydro- 


cholsiure 





') Ber., Bd. XXV, S. 803. 
*) Ber., Bd. XIX, S. 2005; Bd. XX, S. 1980, 
5) Ber., Bd. XVIII, S. 3047. 
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— COOH 
— COH 
Cy oHs, — COH © 
= CO 


und fiir Biliansiure 
— COOH 


— COOH 
C,9H;, — COOH 
= CO 
= CO 
richtig — und nach den Untersuchungen von Mylius, Lassar- 
Cohn u. a. wird man daran nicht zweifeln diirfen —, so kann 
die letztere aus der ersteren nur entstanden sein, indem eine 
Reaktion nach folgendem Schema sich abspielte: 
NCH cH NCH, 
_ — 2 —S i 
Jou pu OH Je = Q 

Man muf also wohl in der Dehydrocholsiure und damit 
auch in der Cholsiiure das Vorhandensein einer Doppelbindung 
annehmen. 

Nun ist allerdings fiir Cholséiure und Dehydrocholsiure 
(auch Bilianséure) ihre Unfaihigkeit, Halogene zu addieren, nach- 
gewiesen;1) aber damit ist das Fehlen einer Doppelbindung im 
Molektil der Cholsiéure noch nicht sichergestellt, denn es gibt 
ja, wie u. a. Bauer?) gezeigt hat, eine ganze Reihe von Ver- 
bindungen mit Athylenbindung, denen Additionsfihigkeit fiir 
Halogene (speziell Brom) infolge bestimmter sterischer Verhiilt- 
nisse abgeht. Auch aus ihrem Verhalten gegen Permanganat 
in alkalischer Loésung (Soda) scheint das Nichtvorhandensein 
einer Doppelbindung im Molekiil der Cholsiure und Dehydro- 
cholséiure hervorzugehen; denn beide entfirben Permanganat- 
losung erst nach 1—2 Minuten. Doch haben die Arbeiten von 
Brithl, Scholl, Wallach u. a. gezeigt, da8 unter Um- 
stainden Verbindungen mit echten Doppelbindungen mit Perman- 


ganat nur langsam reagieren. 3) *) 





1) Landsteiner, Diese Zeitschrift, Bd. XIX, S. 286. 

*) Ber., Bd. XXXVII, S. 3717. 

°) Lipp, Ann., Bd. CCXCIV, S. 150: Tetrahydropikolin reagiert 
nur langsam mit KMnO,, ebenso N-Methyltetrahydropikolin; ferner 


(Fortsetzung der Note siehe niachste Seite.) 
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Gegen Herrn Panzers Formel spricht meines Erachtens 
weiter noch die Uberlegung, daB das Molekiil der Cholsiure 
an der Stelle der sekundiren Alkoholgruppe nach deren Uber- 
fiihrung in eine Ketogruppe (in der Bilianséure) sich leicht 
aufspalten lassen miiBte, wobei 2 annadhernd gleiche Hilften 
entstehen sollten. Diese Erfahrung hat man bei den Terpenen 
und Kampfern an einer Reihe von Beispielen machen kénnen. !) 

Biliansaéure ist aber bekanntlich chemischen Eingriffen 
jeder Art gegeniiber recht bestindig und liefert bei energischer 
Oxydation nach Lassar-Cohn?) die Cilianséure von der Formel 
C,)H3,0,o, deren Bildung aus der aufgestellten Strukturformel 
kaum zu erkliren sein diirfte. 

Auch die Entstehung der im folgenden beschriebenen 
Verbindung ist mit einem bis zu einem gewissen Grade symme- 
trischen Bau der Cholsiéure nicht in Einklang zu bringen. 

Ich habe es mit Absicht unterlassen, die neue Siiure zu 
benennen, weil ich es fiir zweckmiabiger halte, damit zuzuwarten, 
bis weitere Versuche den Zusammenhang der vorliegenden 
Saure mit schon linger bekannten Abbauprodukten enthiillen 
und damit dann die Méglichkeit geboten ist, eine Bezeichnung 
fiir die Saéure von genetischen Gesichtspunkten aus zu wihlen. 


Experimentelles. 


In 120—130 cem einer Mischung von gleichen Volumteilen 
konzentrierter Salpetersiure (D = 1,38) und konzentrierter 
Schwefelsiure (D = 1,84) traigt man in kleinen Portionen 20 g 





Brihl, Ber., Bd. XXXV, S. 4033: Acetylcamphocarbonséuremethylat ent- 
firbt KMnO, nicht; dasselbe gilt nach Scholl, Ann., Bd. CCCXXXVIII, 
S. 5, fiir das N-Methylderivat des Pinakolinnitrimins und nach Wallach, 
Ann., Bd. CCCL, S. 172, fiir das Terpinennitrosit. 

*) Das Permanganat wird in Cholsiure- und Dehydrocholsdure- 
lésungen verbraucht zur Oxydation der Seitenketten. 

‘) Es sei als Beispiel hier angefiihrt: die Aufspaltung des Keto- 
laktons C,,H,,0, (vom Terpineol) zur Terpenylsiure (Ann., Bd. CCLXXVII, 
S. 118) oder die Bildung von Thujamenthoketonsaure C,,H,,0, aus Thuja- 
menthon C,,H,,0 (Ann., Bd. CCCXXIII, S. 368). 

2) Ber., Bd. XXXII, 8.683. Vgl. auch F. Pregl, M.f.Ch., Bd. XXIV, S. 19. 
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Cholséure!) ein. Anfanglich bleiben einzelne Teilchen ungelést, 
die das Siéuregemisch triiben; hat die Fliissigkeit durch die bei 
der Oxydation frei werdende Reaktionswiirme eine Temperatur 
von etwa 40° erreicht, so verschwindet die zugesetzte Chol- 
siiure jedesmal beinahe augenblicklich und gleichzeitig entweichen 
groBe Mengen nitroser Gase. Man wartet mit dem Eintragen 
von Cholséure jedesmal solange, bis die Gasentwicklung nach- 
JaBt, und regelt das EKintragen so, daB die Temperatur zwischen 
60 bis 70° bleibt. 

Ist alle Cholsiure eingetragen, was meist 1 !/2—2 Stunden 
beansprucht — zweckmabig oxydiert man 2—3 Portionen neben- 
einander —, so tberlaéft man die Lésung sich selber, bis beim 
Umschiitteln nur ein schwaches Aufschiumen mehr eintritt; 
dann erwarmt man unter 6fterem Umschiitteln im kochenden 
Wasserbad, bis keine nitrosen Gase mehr entweichen und die 
von einer festen Ausscheidung getriibte Fliissigkeit einen gelb- 
lichweiBen Farbton angenommen hat. Man laft die Lésung jetzt 
abktihlen, stellt sie in Eis und gibt solange eiskaltes Wasser 
zu, als noch eine deutliche Fiallung entsteht; in der Regel ge- 
niigen 50 ccm Wasser. Man saugt dann die zum gréBten Teil 
durch den Wasserzusatz bewirkte Ausscheidung ab und trocknet 
sie auf Ton tiber konzentrierter Schwefelsiure. 

Das trockene Oxydationsprodukt stellt eine kriimelige, 
gelblichweiBe Masse dar, die sich in Wasser, Alkohol und Ace- 
ton ziemlich leicht vollstandig, in Benzol, Essigither und Ligroin 
gar nicht und in Ather teilweise lost. 





’) Die Cholsiure wurde aus reiner Glykocholsdure gewonnen und 
zwar in der Weise, das je 50 g Glykocholsiure mit 200 g Atzbaryt und 
ca. 5 Litern Wasser im eisernen Dampfkochtopf ca. 20 Stunden gekocht 
wurden; das verdampfende Wasser wird von Zeit zu Zeit ersetzt. Nach 
dieser Zeit wird die stark alkalische Lésung mit Leitungswasser stark 
verdiinnt (auf etwa 30 Liter) und mit verdiinnter HCl (1: 5) angeséiuert. 
Um méglichst alle Cholsiure zu gewinnen, ist es zweckmiafig, die an- 
gesduerte Lésung 2 & 24 Stunden stehen zu lassen und erst dann die 
Cholsiure abzusaugen. Man lést sie dann nochmals in Soda, filtriert die 
Losung und sduert sie nach dem Verdiinnen mit destilliertem Wasser 
mit verdiinnter HCl an. Die auf diesem Wege gewonnene Cholsaure ist 
in der Regel rein weif\ und fiir weitere Verarbeitung geniigend rein. 
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Diese teilweise Lislichkeit in Ather beniitzt man, um das 
Gemenge, das bei der Oxydation erhalten wird, in seine ver- 
schiedenen Bestandteile zu zerlegen. Zu diesem Zweck tibergieBt 
man die trockene Masse mit Ather; sie wird dabei schleimig 
und klebt an den GefiSBwiinden. Man saugt den Ather, nach- 
dem er mindestens 2—3 Stunden tiber der Masse gestanden 
hat, ab, wiederholt diese Behandlung mit Ather in der Kiilte 
2—3 mal und kocht den jetzt ungeldst bleibenden Teil so 
oft mit Ather aus, bis der Ather farblos bleibt. 

Der atherunlésliche Teil!) des Oxydationsgemenges ist 
rein weif; seine Loslichkeit in den gebriiuchlichen Lésungs- 
mitteln ist eine ganz iihnliche wie vor dem Auskochen mit 
Ather. Er enthiilt reichliche Mengen Schwefelsiure, die beim 
einfachen Lésen in kaltem Wasser oder Alkohol abgespalten 
wird. Ob die Schwefelsiure chemisch gebunden ist, erscheint 
nach dem Resultat einiger H,SO,-Bestimmungen an Proben 
verschiedener Darstellung zweifelhaft. 2) 

Es gaben: 

I. 0,5108 g Substanz 0,2148 g BaSO, 
II. 0,6070 » > 0,5031 » » 
Ill. 0,4791 » > 0,2991> » 
Gefunden: I. 17,66%o, II. 34,82%o, II. 26,220 H,SO,. 

Vor der H,SO,-Bestimmung war die Substanz jedesmal 
bis zur Gewichtskonstanz im Vakuum tiber H,SO, getrocknet 
worden. 

Inwieweit die Verschiedenheit der anscheinend in ganz 
gleicher Weise gewonnenen Produkte vielleicht doch auf kleine 
Variationen bei der Darstellung zuriickzufiihren ist — ob viel- 
leicht in kleinen Anderungen im Verhiiltnis von Cholséure zur 
Salpeterschwefeisiiuremischung der Grund zu suchen ist, soll 
weiteren Untersuchungen vorbehalten bleiben. 

Um das Oxydationsprodukt frei von H,SO, zu erhalten, 
lést man die mit Ather ausgekochte schneeweiBe Masse in der 


‘) In den Ather geht ein Gemenge verschiedener Oxydations- 
produkte, das, ebenso wie die stark saure Salpeter-Schwefelsiuremutter- 
lauge, einer weiteren Untersuchung noch harrt. 

*) Siehe S. 224. 
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zur vollstiindigen Loésung eben notwendigen Menge heifen 
Wassers. Beim Abkiihlen erhalt man eine 1. Fraktion in Form 
hvaliner Kiigelchen, die in ihrer gegenseitigen Anordnung an 
sprossende Hefezellen erinnern, vom F.P. 223°. Durch vor- 
sichtiges Einengen der Mutterlauge dieser Fraktion kann man 
noch 2 weitere!) mit gleichen Eigenschaften erhalten. Alle 3 
sind vollkommen H,SO,-frei und geben auch nach dem Kochen 
mit HCl keine H,SO,-Reaktion. Aus 20 g Cholsiure erhalt man 
in der Regel 5 g dieses Produktes, dessen weitere Reinigung 
durch Umkrystallisieren aus verdiinnter Essigsaure (D = 1,04) 
geschieht.2) Aus diesem Lésungsmittel kommt die Verbindung 
in feinen Prismen, die an den Enden abgeschriagt sind, heraus. 
Von den letzten Resten Essigsaéure befreit man die Krystalle 
am besten durch Auskochen mit Ather. 

Zur Analyse krystallisiert man schlieBlich noch aus Wasser 
um, aus dem man die Verbindung in Gestalt feiner tetraedrischer 
Gebilde, deren Kanten alle gebogen sind, erhalt. Sie schmilzt 
bei 226° (unkorr.) unter Zersetzung. 

I, 0,1205 g Substanz (bei 105° getrocknet) geben 0,2417 g CO,, 0,0738 g H,O 


lI. 0.1373 » » >» 105° > >» 0,2755> » 0,0840> >» 
Ill. 0.1454 » > >» 105° > > Q0,2901> » O0,0894> » 
IV. 0,1570 » > >» 105° > >» 0,3128> » 0,0923> » 
Fiir C,,H,,0,, = 416,2 berechnet: Gefunden: I. I. UL. ive") 

54,78 °)0 C 54,71 54,72 54,38 54,35°%o C 
6,77°o H 6,85 6,84 6,88 6,58°%o H 


Die vorliegende Verbindung lost sich in heifem Wasser 
und in heiBem Alkohol ziemlich leicht, in der Kalte ist sie in 
diesen Lésungsmitteln wesentlich schwerer léslich. In Aceton, 
Chloroform, Schwefelkohlenstoff, Ather und Ligroin ist sie auch 
in der Hitze so gut wie unléslich. 





) Die Mutterlauge der 3, Fraktion gibt nichts Krystallinisches mehr 
heraus; tbrigens ist ihre Menge auch stets nur sehr klein. 

*) Auf einen Teil des Oxydationsproduktes wendet man zweck- 
mafig die vierfache Anzahl Kubikzentimeter Essigsiure an und verfahrt 
mit ev. Ungeléstem in gleicher Weise. 

*) Die Analysen sind mit Proben von vier verschiedenen Dar- 
stellungen ausgefiihrt. Die Verbrennung geschah mit PbCrO,; mit CuO 
erhalt man leicht zu niedrige C-Werte. 


= 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. LXI. 15 
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Wie aus der Loslichkeit in kalter verdiinnter Soda hervor- 
geht, ist die Verbindung eine Séure und zwar, wie Titra- 
tionen ergeben, eine 5Sbasische Siure. 

I. 0,2930 g Substanz (bei 105° getrocknet) verbrauchen 32,88 ccm ®/10-KOH 
II. 0,2290 » : > 105° . ; 25,81 >» : 
Die Titration geschah in wasseriger Lésung mit Phenol- 
phthalein als Indikator; der Umschlag ist nicht ganz scharf. 
Fiir eine 5basische Saéure C,,H,,0,, sind berechnet: 
bei I. 35,2 ccm 2/1o-KOH 
>» Il. 27,5 » > 

Somit sind im 1. Falle 93,5 °/o, im zweiten 94 °/o des 
erforderlichen Alkalis verbraucht. Beim Titrieren in der Hitze 
verbraucht man nur etwa 87 °/o der berechneten Alkalimenge. 


Die Molekulargewichtsbestimmung 


erfolgte nach der Siedemethode in absolutem Alkohol (iiber 
Ca-Metall destilliert). 

0,2901 g Substanz bewirkten in 10,84 ccm Alkohol eine 
Erhohung von 0,117 °. 

Hieraus berechnet: Molekulargewicht 355. 

5 weitere Verdiinnungen gaben als Mittel ebenfalls 355; 
fiir C,,H,,0,) ist berechnet: Molekulargewicht 416. 


Die Saure ist optisch aktiv; ihre kalt hergestellte alkoho- 
lische Lésung (in 96°/oigem Alkohol) dreht die Ebene des 
polarisierten Lichts nach rechts. 

0,4415 g Substanz (bei 105° getrocknet); Gesamtgewicht 
der Lésung 40,055 g; Diy = 0,8011. 

In der 2 dm-Roéhre bewirkt diese Loésung bei 14° und 
Natriumlicht eine Drehung von -+- 0,218 °, 

somit [a] = + 12,3°. 

Lost man die Séure in Soda und fiigt zu dieser Losung KMn0O.- 
Lésung, so bleibt die violette Farbe bestehen; ebensowenig ad- 
diert die Séure Brom; auch tritt im Dunkeln und bei Zimmertempe- 
ratur keine Substitution ein, wie folgende Versuche zeigen. 

0,2542 g Saiure in 10 ccm CCl, aufgeschwemmt; hierzu 
gibt man 15 ccm einer Lésung von Brom in CCl, (15 ccm 








Siete 














Pet tienets a 





Abbau der Cholsiure durch Oxydation. 223 


— 39,50 ecm "/10-Thiosulfatlésung) und la8t 21 Stunden in 
gut verschlossener Flasche im Dunkeln stehen. 

Nach Zugabe von JK!) wird das ausgeschiedene Jod mit 
Thiosulfatldsung gebunden: 

verbraucht 38,05 cem ®/10-Thiosulfat. 

Somit sind 39,5—38,05 = 1,45 ccm "/10-Brom_ver- 
schwunden; fiir die Addition von 2 Bromatomen sind berechnet 
122,1 ccm ®/10-Brom. 

Auch lingere — tber 72stiindige — Einwirkung von 
Brom hat keine Addition oder Substitution zur Folge. 

Es wurden 4,2°/o der fiir 2 Bromatome berechneten 
Brommenge verbraucht (gegeniiber 1,2 °/o bei 21 stiindiger Ein- 
wirkung), die aber héchst wahrscheinlich zur Oxydation eines 
Teils der Séure gedient haben. 


Salze der Saure C,,H,,0,5. 


Die Alkali- und Erdalkalisalze der vorliegenden Siaure sind 
in kaltem Wasser spielend ldslich, die Schwermetallsalze sind 
in Wasser unloslich. Je nach der Art der Darstellung erhilt 
man Niederschlige von wechselndem Metallgehalt; es liegt dies 
zweifellos an der hohen Basicitét der Siéure, und es ist darum 
auch nicht ganz leicht, ein einheitliches Salz zu erhalten. 

Ein charakteristisches Verhalten zeigt die Lésung der 
Siure in Barytwasser: die in der Kalte vollkommen klare 
Losung triibt sich beim Kochen, um beim Abkiihlen um nur 
ganz wenige Grade sofort wieder klar zu werden. 

2g Siéure werden mit 72 ccm kaltgesittigter Baryum- 
hydroxydlésung tibergossen und der klaren Lésung tropfenweise 
soviel verdiinnte Essigsiure zugefiigt, als ohne Bildung einer 
bleibenden Triibung méglich ist. 

Beim kurzen Kochen dieser Lisung erhilt man einen 
Niederschlag I, dessen Mutterlauge gibt bei anhaltendem Kochen 
einen Niederschlag II. 

Beide wurden rasch mit kochendem Wasser ausgewaschen 
und bei 105° getrocknet. 





‘) Einzelheiten des Verfahrens siehe H. Meyer, Organische Atom- 
gruppen, 2. Aufl., S. 195. 


15* 
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I. 0,2918 g geben 0,1830 g BaSO, 
II. 0.2311 > » 01835 > » 
Gefunden: I. 36,91°o; II. 34,00%o Ba. 
Fiir (C,,H,;0,9),Ba, berechnet: 33,28°/o Ba. 
Aus der Mutterlauge der 2. Baryumverbindung gewinnt 
man durch Zugeben von Cu(NO,),-Losung ein griines Cu-Salz, 
das nach vollsténdigem Auswaschen und Trocknen bei 105° 


bei der Analyse gab 
0,3521 g geben 0,1257 g CuO. 
Gefunden: 28,52°/o Cu; fiir (C,,H,,0,,),Cu, berechnet: 27,89°/o Cu. 
Eine von der eben beschriebenen verschiedene Cu-Ver- 
bindung erhalt man, wenn man eine mit KOH neutralisierte 
Liésung der Saéure mit CuSO, versetzt und die Fallung heif 
auswischt. 
0,3285 g Substanz (bei 105° getrocknet) geben 0,1015 g CuO. 
Gefunden: 24,68°/o Cu; berechnet fiir C,,H,,0,,-Cu,: 23,6°%o Cu. 
SchlieBlich erhalt man eine Cu-Verbindung, deren Cu- 
Gehalt in der Mitte liegt zwischen den Werten der beiden 
eben erwihnten, wenn man die wisserige Losung der Saure 
mit geschlemmtem BaCO, schiittelt, bis kein CO, mehr ent- 
weicht, und die klare, neutral reagierende Losung mit Cu(NO,),- 


Losung versetzt. 
0,3176 g Substanz (bei 115° getrocknet) geben 0,1023 g CuO. 
Gefunden: 25,74°/o Cu. 

Berechnet fiir [(C,,H,,0,,Cu,), X (C,H,,0,.),Cu,]: 25,75°/o Cu. 

Ein Silbersalz erhiélt man durch Umsetzen der mit 
KOH bis zu neutraler Reaktion (Phenolphthalein) versetzten 
Lésung der Saure mit AgNOQ,. 

Es stellt eine amorphe, weife, in NH, und in HNO, sehr 
leicht lésliche Masse dar, die sich am Licht und auch beim 
Erwarmen auf 50° im Dunkeln sehr rasch bréunt. Zur Analyse 
trocknet man im Vakuum iber H,SQ,. 


I. 0,4510 g Substanz geben 0,2520 g Ag 


II. 0,3121 >» > >» 00,1743 >» » 
III. 0,2906 » , >»  0,2512 » CO,; 0,0677 g H,O. 
Gefunden: I. Il. ll. 
%o Ag 55,88 55,85 — 
%o C — — 23,57 


%> H - _ 2.61 
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Berechnet fiir C,,H,,0,,Ag,-H,O: Ag 55,70°o 
C 23,53 %o 
H =. 2,60 %o 
Kohlendioxydabspaltung beim Erhitzen iiber den 
Schmelzpunkt. 


Erhitzt man die Saéure in einem Bad (konz. H,SO,) lang- 
sam und vorsichtig tiber ihren Schmelzpunkt (Temperatur des 
Bades 250°), so spaltet sie, wie ein im H,-Strom ausgefiihrter 
Versuch zeigt, 2 Molekiile CQ, ab. 

1,3240 g Substanz (bei 105° getrocknet) geben 0,2889 g CO,,. 

Berechnet fiir 2 Molekiile CO,: 21,14°/o CO, 
Gefunden : 21,82°%o » 
entsprechend 2,06 Molekiilen. 

Die Schmelze farbt sich ziemlich stark gelbbraun; noch 
dunkler wird die Fiarbung, wenn man die CO,-Abspaltung im 
Luftstrom vornimmt; dabei wird zugleich auch etwas mehr 
CO,, nimlich 23,3°/0 abgespalten. 

Versuche, die um 2 Carboxylgruppen irmere Siiure zu 
fassen, sind bis jetzt resultatlos geblieben. Es spielt sich neben 
der CO,-Abspaltung offenbar noch eine Polymerisierung ab; 
jedenfalls gelang es bis jetzt nicht, aus dem im Alkali léslichen 
braunen Reaktionsprodukt etwas Brauchbares zu isolieren weder 
direkt noch uuch nach dem Kochen mit verdiinnter Lauge oder 
Séure — immer erhalt man braune amorphe Massen, die zu 
weiterer Untersuchung zunichst nicht einladen. ') 

Eine Abanderung der Versuchsbedingungen in dem Sinne, 
daf die Abspaltung von CQ, statt im H,-Strom im Vakuum 
(16 mm) vorgenommen wurde, war obne merkbaren Einfluf. 


Geht die Siure C,,H,,0,, mit H,SO, eine 
Verbindung ein? 

Die Tatsache, dai man bei der Oxydation der Cholsiure 
nach dem von mir eingeschlagenen Verfahren zuniachst ein Pro- 
dukt erhilt, das reichliche, aber wechselnde Mengen H,SO, 
enthalt,?) brachte mich auf die Vermutung, dai unsere Séure 





') Ich beabsichtige, neue Versuche nach dieser Richtung hin an- 
zustellen. 
*) Vgl. S. 219. 
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C,,H,,0,, imstande sei, mit H,SO, eine oder gar mehrere Ver- 
bindungen einzugehen, und lieS mich versuchen, eine solche 
Verbindung aus der reinen Saure und reiner H,SO, herzustellen. 
Diese Versuche sind resultatlos geblieben; man erhalt, wenn 
man die feste Saéure in kalte konzentrierte H,SO, eintragt, ein 
H,SO,-haltiges Produkt, das aber anscheinend die Ausgangs- 
siure nicht mehr in unveranderter Form enthilt. 

Die Analyse ergab: 

I, 0,4165 g Substanz (im Vakuum iiber H,SO, getrocknet) 
geben 0,0234 g BaSQ,. 

II, 0,2352 g Substanz (im Vakuum tber H,SO, getrocknet) 

geben 0,4433 g CO, und 0,1381 g H,0. 
Gefunden: I. 2,35°/o H,SO,; II. 51,40%o C, 6,57°/o H. 
Auf H,SO,-freie Substanz umgerechnet, ergeben die Zahlen von II.: 
52,7%o © und 6,75% H. 
Wiahrend fiir C,,H,,0O,, berechnet ist: 54,78°/o und 6,77°%o H. 
Ester der neuen Saure. 

List man die Séure in einer zur vollstandigen Auflésung 
eben notwendigen Menge absoluten Alkohols in gelinder Warme, 
laBt die Lésung auf Zimmertemperatur sich abkiihlen, leitet 
alsdann, ohne zu kiihlen, in die Lésung trockenes HCl-Gas bis zur 
Sattigung ein und tberla&t man die Lésung jetzt sich selber, 
so ist nach etwa 12 Stunden die Lésung von feinen Néidelchen 
durchsetzt. 

Man trennt die Krystalle von der Mutterlauge, lést sie 
in der eben nétigen Menge Alkohol (96°/o) und gibt zu dieser 
Liésung solange Wasser zu, bis ein weiterer Zusatz keine Ver- 
stirkung der Triibung mehr zur Folge hat; nach ganz kurzem 
Stehen erstarrt die triibe Fliissigkeit zu einem Brei feinster 
Niidelchen, die sich bei der Abscheidung aus stark verdiinnter 
Lésung zu tyrosinartigen Biischeln zusammenlegen. 

Die Krystalle schmelzen nach dem Trocknen bei 195/96 °; 
erneutes Umkrystallisieren ist ohne Einfluf8 auf den Schmelz- 
punkt. Aus 8 g Siure erhalt man rund 4 g dieser Verbindung 
in analysenreinem Zustande.!) Zur Analyse trocknet man 


bei 105°. 


1) Die Aufarbeitung der salzsauren alkoholischen Mutterlauge dieser 
Verbindung siehe S. 237. 
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]. 0,1320 g Substanz geben 0,2835 g CO, und 0,0874 g H,0 


Il. 0,1485 » > >» 0,38183 >» » >» ©0,1058 » » 
III.!) 0,1342 » > >» 0,2869 >» » >» 0,0932 » » 
Gefunden: I, II. lll. 

% C 58,57 58,46 58,31 
°lo H 7,41 7,97 7,76 


Fiir C,,H,,0,, berechnet: 58,44°%/o C und 7,68°%o H. 

Die Verbindung lést sich sehr leicht in Alkohol, in Aceton 
und in Essigester, in Benzol und in Ather ist sie kaum léslich. 
Ferner lést sie sich sehr leicht in verdiinnter kalter Soda; es 
liegt somit, wie auch aus dem Resultat der Elementaranalyse 
zu schlieBen ist, ein saurer Ester vor. 

Die Titration in wasserig-alkoholischer Losung — 80cem 
siiurefreiem 96°/oigen Alkohol + 50 com H,O — mit Phenol- 


phthalein ergab 
I, 0,2923 g Substanz verbrauchen 16,15 ccm "/10-KOH 
II. 0.3616 » > > 19,80 » > 


Fir C,,H,,0,, sind unter der Voraussetzung, dai die 
Esterséure sich 3-basisch titrieren laft: 
Berechnet bei I. 18,62 ccm, bei II. 22,90 ccm 4/10-KOH. 
Es wurden also 86,8 bzw. 86,5°/o der erforderlichen 


Alkalimenge verbraucht. 


Athoxylgruppenbestimmung nach Zeisel. 


0.3083 g Substanz geben 0,3189 g AgJ, entsprechend 0,0394 g C,H,. 
Gefunden: 12,78°/o C,H, 
Fiir C,,H,,0,, berechnet: 12,32°%o  » 

Die Bestimmung der Molekulargréfe geschah nach 
der Siedemethode im neuen Beckmannschen Apparat. ?) 

In absolutem Alkohol wurde als Anfangswert 541 ge- 
funden; mit steigender Verdiinnung stieg der Wert allmahlich 
bis 895; berechnet ist fiir C,,H,,0,, 472,2. 

In reinstem Aceton, aus der Bisulfitverbindung, wurde 
erhalten : 

0,3811 g Substanz bewirken in 13,10 ccm Aceton eine 
Erhéhung von 0,127°; somit gefunden Molekulargewicht = 526. 


’) I und II sind von der gleichen, III von einer zweiten Dar- 


stellung der Estersdure. 
*) Zeitschr. f. physik. Chemie, Bd. XL, S. 153. 
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Als Mittel aus 5 weiteren Verdiinnungen wurde 560 er- 
halten (Max. 600 — Min. 530). 

Wie die Ausgangssiure ist auch die Estersaéure optisch 
aktiv; als Lésungsmittel diente absoluter Alkohol. 

0,4651 g Substanz; Gesamtgewicht der Lésung 8,133 g; 
D,, = 0,8133. 

Die Lésung bewirkte bei 20° und Natriumlicht in der 
1 dm-Roéhre eine Drehung von + 0,53° 

mithin [a], = + 11,39°. 

Die Salze der Estersaéure zeigen keine Besonderheiten; 
die Alkalisalze sind in Wasser — kalt und hei’ — leicht lés- 
lich; die Erdalkalisalze sind in kaltem Wasser schwer loslich: 
in heiBem scheinen sie sich in irgend einer noch nicht naher 
untersuchten Weise zu verindern. 

Schwermetalle geben in der Hitze und in der Kiilte in 
Wasser schwer l6sliche amorphe Niederschlige ; 


Kohlendioxydabspaltung aus der Estersdure. 


Erhitzt man die Esterséiure unter denselben Bedingungen 
wie die Siure C,,H,,0,, vorsichtig tiber ihren Schmelzpunkt, 
so wird auch hier CO, abgespalten: 


1,0471 g Substanz geben 0,1463 g CO,. 
Gefunden: 13,97°/o; fiir die Abspaltung von 1,5 Molekiilen CO, sind 
berechnet: 13,95 °/o. 
Auch hier fiirbt sich die Schmelze ziemlich stark gelb- 
braun und ist es mir bis jetzt nicht gelungen, etwas Brauchbares 


zu isolieren. 


Verseifung der Estersadure C,,H,,0,). 


Kocht man die Esterséure mit etwas mehr als der fiir 
5 Carboxylgruppen berechneten Menge ®/2-KOH 1 Stunde und 
gibt man nach dieser Zeit zu der noch heifen Lésung die der 
angewandten KOH Adquivalente Quantitaét "/1-H,SO,, so triibt 
sich die Lésung zunéchst nur ganz wenig;!) nach laingerem 
Stehen — 12 Stunden mindestens — scheiden sich aus der 
Lésung hyaline Kiigelchen ab, die allmiahlich in sternf6rmige 


') Siehe S. 236. 
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Aggregate feiner Nadelchen tibergehen. Man krystallisiert noch- 
mals aus Wasser um und erhalt, wenn man die Konzentration 
passend getroffen hat, sofort feine Nadelchen, die bei 207/8° 
(unkorr.) schmelzen. In Ather, Benzol und Essigither sind 
die Nidelchen auch in der Hitze unldslich; sehr leicht lésen 
sie sich in Alkohol und Eisessig, leicht auch in Wasser, Aceton 
und verdtinnter Essigsaure. 

I. 0,1496 g Subst. ') (bei 115° getrocknet) geben 0,3039 g CO,, 0,0953 g H,O 


II. 0,1424> » >» 115° > >» 0,2902> » O0895> » 
Ill. 01597 > =» >» 115° > » 03251» » O0,1025> » 
Gefunden: I. II. Ill. 

% C 55,40 55,58 55,52 
°%o H 7,13 7,03 7,15 


Fiir (C,,H;,0,,)x berechnet: 55,79°/o CG und 7,05°/o H. 


Die Bestimmung des Molekulargewichts nach der 
Siedemethode in reinstem Aceton ergab folgende Zahlen: 


0,5310 g Substanz geben in 19,90 ccm eine Erniedrigung von 0,094° 


» 21,46 >» >» » » 0),090 ° 
>» 23,64 >»  » > >» 0,084° 
>» 25,25 >» » s » 0,082° 
Hieraus berechnen sich die Molekulargewichte 650 
630 
612 
587. 


Fir C,,H,,0,, ist berechnet 430,2 ; die allmahliche Abnahme 
der Molekulargréfe mit steigender Verdiinnung |aBt wohl den 
SchluB zu, daB bei héherer Konzentration die Molekulargribe 
noch hoher sei, und lift vermuten, dab die einfachste mégliche 
Formel wohl zu verdoppeln ist. 

Die Richtigkeit dieser Vermutung ergibt sich aus den fol- 
genden Versuchen. 

Leitet man in die absolut alkoholische Lésung der Ver- 
bindung (C, H,,0,,)x trockenes HCl-Gas bis zur Siittigung ein, 
so erhalt man unter denselben Bedingungen wie bei der Saure 
C,,H,,0,, nach einigem Stehen aus dieser Lisung feine Nidel- 





‘) Die Analysen sind mit Proben aus 3 verschiedenen Verseifungen, 
wobei die letzte (III) mit Baryt statt mit KOH vorgenommen worden war, 
ausgefihrt. 
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chen, die nach dem Umkrystallisieren aus verdiinntem Alkohol 
bei 195/96° schmelzen; zur Analyse trocknet man bei 105°, 

0,1621 g Substanz geben 0,3474 g CO, und 0,1139 g H,O. 

Gefunden: 58,45°/o C und 7,86°/o H 
Fiir C,,H,,0,, berechnet: 58,43°/o » » 7,68°o » 

Alle Eigenschaften — Schmelzpunkt, Léslichkeitsverhalt- 
nisse, Aussehen — stimmen auf die weiter oben beschriebene 
Estersaiure, die man beim Verestern von C,,H,,0,,. erhait. 

Kocht man die beim Verestern von (C,)H;,0,9)x entste- 
hende Verbindung etwa 1 Stunde mit konzentrierter JH (D = 1,70) 
und setzt man der sauren Lésung nach dem Erkalten vorsichtig 
Wasser zu, so erhalt man einen krystallinischen Niederschlag, 
der sich beim Umkrystallisieren aus Wasser in kleinen tetra- 
edrischen Krystallen ausscheidet; sie schmelzen nach dem 
Trocknen bei 105° bei 224—25°. 

0,1307 g Substanz (bei 105° getrocknet) geben 0,2607 g CO,, 0,0798 g H,0. 
Gefunden: 54,40°/o C und 6,83°/o H 
Fiir C,,H,,0,, berechnet: 54,78°%o » » 6,77°/o » 

Es liegt also, nach Analyse, Schmelzpunkt, Krystallform 
und Léslichkeitsverhaltnissen zu schlieBen, zweifellos die bei 
der Oxydation anfiinglich isolierte Saéure vor. 

Auch aus der Verbindung (C,,H,,0,,.)x erhalt man beim 
Kochen mit konzentrierter JH direkt dieselbe Saure wieder. 

Nach all diesen Beobachtungen wird man annehmen diirfen, 
daf in der Verbindung (C,)H;,0,,.)x ein Molekiil vorliegt, das 
sich aus einem Molekiil der Séure C,,H,,0,, und einem Molekiil 
ihres Monoathylesters C,,H,,0,, aufbaut; ein solches Molekiil 
miiBte 9 freie Corboxylgruppen enthalten, was durch das Re- 
sultat von Titrationen als erwiesen gelten darf. 

I. 0,1247 g Substanz verbrauchen 12,23 ccm ®/10-KOH 
Il. 01914 » > > 18,73 >» > 

Fiir eine Verbindung (C,,H,,0,)) * (C,,H3,0,.) sind unter 
der Voraussetzung, daf alle 9 Carboxylgruppen durch die Lauge 
abgesattigt werden, berechnet 

fiir I. 13,04 cem ®/10-KOH 
> II, 20,03 >» > 
Somit sind tatsachlich verbraucht worden 94°/ der Theorie. 
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Die eben beschriebene Doppelverbindung ist wie die Saure 
und die Esterséure optisch aktiv. 
0,5379 g Substanz in 10,402 g Lésung (= 10,008 ccm) 
drehen in der 1 dm-Rodhre 0,55 ° nach rechts. 
Somit [a], = + 10,2°.?). 


Salze der Doppelverbindung (C,,H,,0,,)  (C,,H;,0,,). 


Die mit KOH neutralisierte wisserige Lésung unserer 
Doppelverbindung gibt auf Zusatz von neutraler AgNO,-Lésung 
einen gelatindsen, weifien Niederschlag, der am Licht rasch 
miffarben wird. Man wascht ihn HNO,-frei und trocknet im 
Vakuum tiber H,SO, (im Dunkeln): 

I, 0.2144 g Substanz geben 0,1064 g Ag 
Il. 013858 » =» > 0,0676 > > 
Gefunden: I. 49,63°o, II. 49,78°%o Ag. 
Fiir (C,,H;.0,,)Ag, sind berechnet: 50,31°/o Ag 
. (C,,H,,0,,)Ag, - 2 H,O ’ ° 49,28°/o » 

Wie das Ag-Salz erhailt man auch die andern Schwer- 
metallsalze nur in Form amorpher Niederschliige; am leichtesten 
erhilt man die Cu-Verbindung durch Umsetzen der mit KOH 
neutralisierten Losung der Saéure mit CuSO, als hellgriine Fal- 
lung; zur Analyse trocknet man bei 110°. 

I. 0,1668 g Substanz geben 0,0448 g CuO. 

II. 01508 » => >  0,2280 » CO, und 0,0695 g H,0O. 

Gefunden: I. 21,46%o Cu; II. 41,38°o C, 517% H 
Fitr (C4sH,.0.,)Cu,-4H,O ber.:  21,57°o >» 40,720 > 5,09%o » 

Lést man die Doppelverbindung (C,,H,,0,. « C,,Hs.0,9) 
in heiSem Wasser und fiigt man der erkalteten klaren Lésung 
FeCl,-Lésung zu, so erhalt man eine rostfarbene amorphe 
Fiallung, die in den gebréuchlichen organischen Lésungsmitteln 
— mit Ausnahme von Eisessig — vollkommen unldslich ist 
und beim Behandeln sowohl mit verdiinnten Siiuren als auch 
mit verdiinnten Laugen sofort zerfallt. Zur Analyse wischt man 





1) Eine genauere Untersuchung der spezifischen Drehung der be- 
schriebenen Verbindungen, wobei zunichst zu priifen sein wird, ob zu 
den oben angefiihrten Bestimmungen nicht teilweise racemisierte Pro- 
dukte gedient haben, folgt spater. 
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ClH-frei, trocknet erst im Vakuum uber H,SO, und erst wenn 


auf diesem Wege annahernde Trockenheit erzielt ist, bei 110°. 


0,4096 g Substanz geben 0,0700 g Fe,Qs. 
Gefunden: 11,95°/o Fe 


Fiir (C,,H,,0,,) - Fe, -(C,,H,,O,,) berechnet: 11,57°/o » 

Kocht man diese Eisenverbindung nur wenige Minuten 
mit "/:-Lauge, so wird alles Fe als Fe(OH), abgeschieden. Aus 
dem Filtrat erhailt man nach dem Ansduern mit verdiinnter 
H,SO, feine Nadeln, die nach dem Trocknen (bei 105°) bei 
207/08° schmelzen; es liegt somit zweifellos die Doppelver- 


bindung (C,,H,,0,, - Gy,H3.0,,) wieder vor. 


Aufarbeitung der Mutterlauge der Doppelverbindung 
(C,9H,,0;0) xX (C,,H3.0 49). 

Beim Verseifen des sauren Esters C,,H,,0,. mit ®/i-Lauge 
erhilt man nie die theoretisch berechnete Menge der Doppel- 
verbindung, vielmehr bleibt stets ein nicht ganz unbetriicht- 
licher Teil in Lésung; so geben z. B. 3,4 g Ester mit 40 ccm 
H,O und 40 ccm "/:-KOH 2,6 g des Verseifungsproduktes statt 
der berechneten 3,1 g. 

Versuche, diesen Teil zu-isolieren, ohne daB irgend welche 
Veriinderungen sich dabei abspielen, wie sie z. B. auch bei 
vorsichtigem Einengen eintreten, fiihrten zu folgendem Ver- 
fahren: Der schwach, aber deutlich sauren Mutterlauge (von 
der Verseifung herriihrend)!) fiigt man in der Kalte FeCl,- 
Lésung zu, solange als man die Bildung eines Niederschlags 
noch beobachten kann,*) filtriert den amorphen rostfarbenen 
Niederschlag ab und wiischt ihn HCl-frei. 

Zur Analyse trocknet man den Niederschlag in gleicher 


Weise wie die im vorstehenden beschriebene Eisenverbindung. 
I. 0,2007 g Substanz geben 0,3137 g CO, und 0,0928 g H,0. 
Il. 0,3010 > > > 0,0461 > Fe,0. 
Gefunden: I. 42,62°,0 C, 5,17°/o H; Il. 14,90°/o Fe 
Fiir (C,,H;,0,.)Fe,-6H,O ber.: 42,59°/o » 5,63°%/o » 14,86°/o » 
Auch diese Eisenverbindung ist in organischen, indiffe- 
renten Lisungsmitteln vollkommen unldslich; Eisessig lést sie 





1) Siehe S. 227. 
?) Uberschuf von FeCl, lést den Niederschlag wieder auf. 
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auf, dabei wird aber die Verbindung zersetzt; wie Eisessig 
wirken auch anorganische Sauren (HCl oder H,SO,); durch ganz 
kurzes Kochen mit Lauge wird alles Eisen in Form von Fe(OH), 
ausgeschieden. Sduert man das Filtrat vom Fe(OH), an, so 
fallt, wenn die Losung konzentriert genug ist, die der Eisen- 
verbindung zugrunde liegende Saéure in Form hyaliner Kiigel- 
chen aus. Nach einmaligem Umkrystallisieren erhilt man die 
Siiure in Gestalt feiner, weiber Niadelchen vom Schmelzpunkt 
206/07 °; es liegt somit auch hier wieder die Doppelverbindung 
(Cy ,H32019 X CygH,0,5) vor. 

Wahrend es, wie oben beschrieben,') recht leicht gelingt, 
die Esterséure C,,H,,0,, partiell zu verseifen, sind Versuche, zur 
Ausgangssaure C,,H,,O,, durch Verseifung in alkalischer Losung 
zu gelangen, als gescheitert anzusehen. Kocht man niémlich 
die Losung der Estersdure in "/2-Lauge linger als eine Stunde, 
gibt dann die der angewandten Lauge aquivalente Menge H,SO, 
zu und laft ruhig stehen, so wartet man vergeblich auf das 
Ausfallen der in kaltem Wasser ziemlich schwer léslichen Saure. 

Die Isolierung des Verseifungsproduktes gelingt vielmehr 
nur auf folgendem Wege: Man engt die Na,SO,- (bezw. K,SO,-) 
haltige Lésung auf dem Wasserbad soweit als mOglich ein und 
gieft den Riickstand in viel Alkohol; man filtriert das ausfal- 
lende Sulfat ab, la8t das alkoholische Filtrat auf dem Wasser- 
bad bis zum Sirup eindunsten und lést den letzteren in Wasser; 
diese wasserige LOsung engt man schlieBlich wieder soweit ein, 
bis eben ein schwaches Hautchen auf der Oberfliche der Fliis- 
sigkeit sich bildet. Der hierbei resultierende Sirup verwandelt 
sich in manchen Fallen spontan, meist jedoch erst bei wieder- 
holtem Reiben mit dem Glasstab in einen Brei winziger Kry- 
staéllchen; man trennt sie von der Mutterlauge und lést sie in 
wenig heiBem Wasser. Aus dieser Lésung erhilt man schon 
nach kurzem Stehen (ea. i Stunde) htibsch ausgebildete, wasser- 
helle Krystalle, rhombische Tafeln, an denen stets 2 gegen- 
iiberliegende Ecken durch 2 parallele Flaichen abgeschnitten sind. 

Erhitzt man die Substanz in der Kapillare, so beobachtet 
man zwischen 135 und 147° — je nachdem man langsamer 





1) Siehe S. 227. 
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oder rascher erhitzt — ein Erweichen und starkes Aufschiumen. 
Nach wenigen Augenblicken la8t das Aufschiumen nach, die 
Substanz wird wieder fest und schmilzt bei weiterem Erhitzen 
scharf bei 230/31°. Zur Analyse trocknet man im Vakuum 
liber H,SO,. 
I.') 0,1474 g Substanz geben 0,2719 g CO, und 0,0918 g H,0O 
Il. 01744 > » > 08888 > >» » O1086> » 
Gefunden: I. 50,54°/o C und 6,97°o H 
II. 50,48°/o » » 6,95°%o » 

Fiir C,,H;,0,. = 452,3 berechnet: 50,41°/o » » 7,13°%/o » 

Bei der Titration (Lésungsmittel: Wasser, Indik.: Phenol- 
phthalein) verbrauchen 0,2008 g Substanz(vak.-trocken) 19,80ccm 
n/io-KOH; fiir eine 5basische Séure von der Molekulargréfe 
4.52 ist berechnet ein Verbrauch von 22,20 ccm; somit sind tatsach- 
lich verbraucht 89,4°/o der theoretisch erforderlichen Menge. 

Versuche, diese Verbindung néher zu charakterisieren, 
fiihrten zur Herstellung eines Ammonsalzes und einer 
Silberverbindung. 

Zur Gewinnung des Ammoniumsalzes lést man die Saure 
in absolutem Alkohol und fiigt dieser L6sung ammoniakhaltigen 
Ather zu; die hierbei entstehende flockige Fallung filtriert man 
ab und erhilt so ein weiBes Pulver, das aber an feuchter Luft 
sofort unter Wasseraufnahme zerflieft. Lost man das Pulver 
in wenig Wasser und laéft man diese Lésung an der Luft ver- 
dunsten, so bleibt eine glasartige amorphe Masse, die nicht mehr 
hygroskopisch ist, als Rtickstand. Zur Analyse lést man diesen 
Riickstand nochmals in Wasser und laBt die Lésung wieder 
langsam verdunsten. Die N-Bestimmung in der vakuumtrockenen 
Verbindung ergab: 


0,2241 g Substanz geben 17,0 ccm N bei 8° und 743 mm. 
Gefunden: 8,91°/o N 


Fiir (C,,H,,0,,) (NH,), berechnet: 8,35°/o » 
Durch Umsetzen der wisserigen Lésung dieser NH,-Ver- 
bindung mit AgNO, erhilt man eine amorphe, rein weiBe Fallung, 
die nach dem Auswaschen und Trocknen im Vakuum bei der 


Analyse folgende Zahlen gab: 





‘) Das Material zu den Analysen stammt von zwei verschiedenen 
Darstellungen. 
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0,1876 g Substanz geben 0,0921 g Ag 
Gefunden: 49,10°%o » 
Fiir C,,H,,0,,Ag, berechnet: 49,06%o » 

Ebenso leicht wie die Ag-Verbindung lassen sich auch eine 
Pb- und eine Cu-Verbindung isolieren, die beide jedoch nichts 
Charakteristisches bieten. 

Die Analysen der freien Siure sowohl wie auch der beiden 
Salze lassen darauf schlieBen, daB die aus der Estersiiure beim 
Kochen mit Lauge zurtickgebildete Saure wiihrend des Kochens 
2 Molekiile Wasser aufgenommen hat. 

DaB dieser Schluf richtig ist, beweist das Verhalten der 
freien Sdéure beim Erhitzen auf 115°. 

0,9549 g Substanz (im Vakuum getrocknet) verlieren bei 
6stiindigem Erhitzen auf 115° 0,0757 g = 7,92°/o ihres Ge- 
wichts; fiir die Abgabe von 2 Molekiilen H,O aus C,,H,,0,, - 2 H,O 
sind berechnet 7,97 °/o. 

Erhitzt man jetzt noch etwas hoher auf ca. 125°, so 


wird noch mehr Wasser abgespalten. 
0,9549 g verlieren (samt obigen 0,0757 g) 0,0950 g 
Gefunden: 9,95°/o 
Fiir die Abgabe von 2,5 Mol. H,O aus C,,H,,0,, -2H,O 
sind berechnet: 9,96°/o. 


Bei weiterem Erhitzen bleibt das Gewicht konstant; die 
wasserfreie Verbindung, die nach dem Resultat der Wasser- 
bestimmung ein partielles Anhydrid der Saéure C,,H,,0,, — 
also wohl die Verbindung C,,H,,0, -CO—O —OC. C,,H,,0, — 
sein muf, ist rein weifi und schmilzt scharf bei 230/31 °. 

Die Analyse ergab folgende Zahlen: 

0,1551 g Substanz geben 0,3192 g CO, und 0,0904 g H,0 

Gefunden: 56,13°o C und 6,52°/o H 
Fir C,,H,,0,, berechnet: 55,99°%o » » 6,68°%o » 

Das Anhydrid lést sich sehr leicht in H,O, Alkohol, Aceton 
und verdiinnter Essigsiiure; unldslich ist es in Ather, Benzol 
und Ligroin. 

In Beriihrung mit Wasser geht das Anhydrid auSerordent- 
lich leicht in die wasserhaltige Séure iiber; iibergieBt man es 
mit Wasser, so verwandelt es sich nach kurzer Zeit in ein Hauf- 
werk der charakteristischen Krystalle — rhombische Tafeln — 
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die beim Erhitzen bei rund 140° aufschiumen, dann wieder 
fest werden, um schlieflich bei 230/31° scharf zu schmelzen. 

Die Bestimmung des Molekulargewichts nach der Siede- 
methode, fiir welche als L6sungsmittel nur Aceton (reinstes aus 
der Bisulfitverbindung) in Betracht kommen konnte, gab leider 
kein befriedigendes Resultat. 

0,5244 g Substanz bewirkten 
inecm Lésungsmittel eine Erhéhung' entsprechend Mol.-Gew. 


15,42 0,145° 537,38 
16,97 0,137° 516,8 
18,41 0,130° 507,0 
19,60 0,119° 515,1 
21,40 0,110° 510,4 
23.05 0,100° 521,2 


Als Mittel ergibt sich 517,1, berechnet ist ein Molekular- 
gewicht von 814,4. Worin der Grund fiir diese groBe Ab- 
weichung zu suchen ist, ob vielleicht das Aceton mit dem 
Anhydrid reagiert hat, mu zunachst dahingestellt bleiben. 

Die wasserhallige Séure C,,H,,0,,- 2 H,O kann man nicht 
nur durch Verseifen der Esterséure C,,H,,0,, mit Lauge, sondern 
auch ausgehend von der Saéure C,,H,,0,, erhalten, indem man 
ihre wiisserige Lésung — z. B. 1,0g mit 50ccm H,O — anhaltend 
etwa 3—4 Stunden kocht und diese Losung dann bis zum Sirup 
einengt, der sich dann entweder von selbst, oder eventuell auch 
erst beim Reiben in einen Brei feiner Krystallchen verwandelt. 

Die Léslichkeitsverhaltnisse der wasserhaltigen Saure sind 
ganz iihnliche, wie die der wasserfreien Verbindung; sie lést 
sich in H,O, Alkohol, Aceton, Eisessig (und verdiinnter Essig- 
siiure) sehr leicht; in Ather, Benzol, Essigester, Chloroform und 
Ligroin ist sie unldslich. 

Bemerkenswert ist, daB es nicht gelingt, von der H,O- 
haltigen Séiure aus wieder zu der krystallisierten, wasserfreien 
Verbindung zu gelangen. 

1,0539 g der Saure C,,H,,0,, - 2H,O wurden einige Stunden 
auf 115° erhitzt und verloren dabei 0,0949 g = 9,0°/o ihres 
Gewichts. Die beiden Molekiile Wasser waren also abgespalten 
worden und es war sogar schon partiell Anhydridbildung ein- 
getreten. List man die bei 115° getrocknete Substanz in der 
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Hitze in der eben nétigen Menge verdiinnter Essigséure, aus 
welcher die H,O-freie Verbindung sich sehr leicht abscheidet, 
so tritt auch bei langem — tiber wochenlangem — Stehen 
keine Ausscheidung auf und beim Verdunsten der Lésung er- 
halt man als Riickstand nur die H,O-haltige Verbindung. Eine 
Aufklérung dieses eigentiimlichen Verhaltens, und die Ent- 
scheidung der Frage, ob in der Verbindung C,,H,,0,, nicht 
vielleicht eine Orthoform der Saéure C,,H,,0,, vorliegt, bleibt 
spateren Untersuchungen vorbehalten. 


Nebenprodukt bei der Verseifung der Estersiaure. 


Wahrend in der Regel nach 1stiindigem Kochen der 
Esterséure mit "/1-Lauge beim Ansduern nur eine ganz schwache 
Triibung auftritt, eine greifbare Ausscheidung aber erst nach 
langerem, stundenlangem Stehen sich bildet, beobachtete ich 
in einigen Fallen nach dem Ansdéuern die Bildung eines in 
dem Mafe, wie die Fliissigkeit sich abkiihlte, starker werdenden 
krystallinischen Niederschlags; seine Menge war, wenn er iiber- 
haupt auftrat, stets auferordentlich klein. 

Nach wiederholtem Umkrystallisieren aus verdiinnter Essig- 
siure, in der diese Verbindung sehr schwer ldslich ist, erhalt 
man sie in Form ganz feiner Nadelchen, die nach dem Trocknen 
bei 120° bei 273° sich zu verfarben beginnen, bei 280° braun- 
schwarz werden und vollkommen zusammensintern, ohne jedoch 


zu einem klaren Tropfen zu schmelzen. 
0,1689 g Substanz geben 0,3595 g CO, und 0,1170 g H,O 
Gefunden: 58,05°/o C und 7,75°/o H 
Fiir C,,H,,0, berechnet: 58,03°%o » » 7,58°o » 
Bei der Titration in sdurefreiem, verdiinntem Alkohol 
(20 cem Alkohol ++ 25 ccm H,O) verbrauchen 
0,1931 g Substanz 19,52 ccm 2/10-KOH (Ind.: Phenolphthalein). 
Fiir eine vierbasische Saure von der Formel C,,H,,0, 
sind berechnet: 20,75 ccm "/10-Lauge. 


Somit waren 94°/o der theoretisch erforderlichen Menge 
verbraucht worden. 

Zur Gewinnung eines Diathylesters sattigt man die absolut 
alkoholische Lésung der Séure mit trockenem HCl-Gas und 
kocht darauf am RiickfluBkihler 1—2 Stunden. GieB&t man 
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die erkaltete Lodsung in Wasser, so scheidet sich zunichst ein 
weiBes O] ab, das nach kurzem Stehen in eine krystallinische 
Masse tibergeht, die man erst aus verdiinntem Alkohol und 
dann noch aus verdiinnter Essigséiure umkrystallisiert. 

Man erhalt auf diese Weise den Ester in feinen Lamellen, 
die sich zu sternformigen Aggregaten anordnen. Beim Er- 
hitzen beginnt die Verbindung bei 243° schwach zu sintern 
und schmilzt ziemlich scharf bei 248°. 

Zur Analyse wird bei 120° getrocknet: 

0,1608 g Substanz geben 0,3636 g CO, und 0,1179 g H,O 

Gefunden: 61,67°/o C und 8,20°/o H 
Fiir C,,H,,0, berechnet: 61,64°%/0 » >» 8,47°o » 

Weitere Versuche habe ich mit diesem Nebenprodukt 
der geringen Menge wegen, in der es erhalten wurde, nicht 
anstellen kénnen; ich habe auch noch keine Gelegenheit ge- 
funden, festzustellen, ob die Verbindung einer geringen Ver- 
unreinigung der Estersiure ihre Entstehung verdankt oder ob sie 
aus der Siure C,,H,,0,, durch CO,-Abspaltung gebildet wird. 

Ich hoffe in Balde hieriiber berichten zu k6énnen. 

Zum Schluf8 médgen noch einige Bemerkungen itiber Ver- 
suche zur Isolierung weiterer Ester der Siiure C,,H,,0,, an- 
gefiihrt sein. 

Wie oben!) erwaéhnt wurde, erhalt man bei der Ver- 
esterung von C,,H,,0,, nur etwa die Halfte der theoretisch 
moglichen Menge sauren Esters. Die stark salzsaure alkoho- 
lische Mutterlauge der beim Stehen allmahlich auskrystalli- 
sierenden Estersaéure C,,H;,0,, gieBt man in viel H,O, schiittelt 
diese Lésung mit Ather aus, wiischt die Atherlésung mit 
Wasser, bis dieses nicht mehr sauer reagiert, und trocknet 
schlieBlich die Atherlésung mit Na,SO,; da beim Verdunsten 
dieser LOsung nur ein gelatinéser, nicht krystallisierender 
Riickstand blieb, wird dieser in verdiinnter warmer Essigsdure 
gelést; beim Abkiihlen dieser Lésung fallt zunichst ein O! 
aus, das bei nochmaligem Umkrystallisieren in Form feiner 
Krystalle erhalten wird, die man durch Lésen in Ather und 
teilweises Verdunsten des Athers zu reinigen imstande ist. 





') Siehe S. 225. 
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Man erhalt die Verbindung vielfach in Form kleiner Kiigelchen, 
die zum Teil einen Aufbau aus feinen Krystillchen erkennen 
lassen. 

In Alkohol, Aceton, Essigither und Ather ist die Ver- 
bindung ziemlich leicht loslich; in Wasser ist sie nur ganz 
wenig, in Benzol anscheinend gar nicht léslich. Sie schmilzt 
ziemlich scharf bei 183/84 °. 


I. 0,1500 g Substanz geben 0,3245 g CO, und 0,1062 g H,O 
II. 0,1518 » > >» 03279 » » » O0,1066> » 
Gefunden: I. 59,00°/o C und 7,92°/o H 

Il. 58,91°/o >» » 7,86°%o » 
Fiir C,,H,,0,, == (C,3Hs,0,. X C,,H,,0,.) berechnet : 
59,22°/o C und 7,88°/o H. 


Die Untersuchung wird fortgesetzt. 


Tiibingen, Anfang Juli 1909. 
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Uber das Vorkommen eines dem Urorosein nahestehenden 
Farbstoffes in gewissen pathologischen Harnen. 


Von 
Vinzenz Arnold. 





Mit einer Abbildung. 


(Aus der Abteilung fiir Infektionskrankheiten des allgemeinen Krankenhauses 
zu Lemberg.) 


(Der Redaktion zugegangen am 14. Juli 1909.) 


E's ist mir schon vor lingerer Zeit bei Scharlachrekonvales- 
centen (von der dritten Woche an) das Auftreten einer oft ziem- 
lich reichlichen Uroroseinausscheidung im Harn aufgefallen. Bei 
einer naheren Untersuchung solcher Harne wurde ich auf das 
gleichzeitige Auftreten eines anderen roten Farbstoffes aufmerk- 
sam, welcher unter denselben Bedingungen wie das typische 
Urorosein aus einem farblosen Chromogen entsteht und sich 
auch in seinem Verhalten Lésungsmitteln gegeniiber von dem 
Urorosein nicht unterscheidet. 

Der Farbstoff unterscheidet sich von dem Urorosein vor 
allem durch sein spektroskopisches Verhalten: Statt dem charak- 
teristischen Uroroseinband zwischen D und E bemerkt man ein 
ziemlich scharf begrenztes Band, welches bei mittlerer Kon- 
zentration der amylalkoholischen Farbstofflosung sich von b bis 
ein wenig tiber die Mitte zwischen b und F erstreckt (A 517 bis 
h 500). Die stirkste Absorption entspricht dem rechten Rand 


des Bandes. 
ee om a 
| 








| 


-— P G 

















| | | 
, | | 
abel iD 





Meist sieht man gleichzeitig auch das Band des Uroroseins, 
so dag man bei spektroskopischer Untersuchung eines amyl- 
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alkoholischen Extraktes des untersuchten Harnes ein aus zwei 
Bindern bestehendes Spektrum erhalt. Man kann jedoch — 
wenn auch ziemlich selten — bei Untersuchung von Scharlach- 
harnen diesen Farbstoff, welchen ich als Nephrorosein bezeichnen 
will, allein oder neben so wenig Urorosein, dai dasselbe im 
amylalkoholischen Extrakt kaum mehr nachweisbar ist, vor- 
finden. Eine reine Losung dieses Farbstoffs ist mattrot, wahrend 
eine verdiinnte Uroroseinlésung schon rosarot, in konzentrierter 
Losung rubinrot erscheint. In konzentrierter Lisung niihert 
sich die Farbung einer Nephroroseinldsung mehr dem Ziegelrot. 
Eine schwach rotgefirbte Lésung zeigt bereits ein ziemlich 
intensives Spektralband, wihrend in einer Uroroseinliésung die 
Intensitaét der spektralen Absorption und die Starke der Farbung 
der L6sung einander entsprechen. Man kann daher das Nephro- 
rosein im Harne leicht tibersehen, wahrend die Anwesenheit 
von Urorosein sich durch die auffallige schén rosarote Farbung 
nach Zusatz von Salzsiure zum Harn sogleich bemerkbar macht. 

Wahrend das Urorosein nach Zusatz von Séure zum Harn 
fast sogleich auftritt, entsteht das Nephrorosein um vieles lang- 
samer, so dafB man gut daran tut, den Harn erst nach 5 bis 
10 Minuten auf die Anwesenheit dieses Farbstoffes zu unter- 
suchen. Man verfahrt dabei tibrigens genau so, wie bei Unter- 
suchung eines Harnes auf Urorosein allein, d. h. man versetzt 
den untersuchten Harn mit etwa !/s Volumen konzentrierter 
Salpeterséure oder mit !/s Volumen konzentrierter Salzsiéure 
(spez. Gew. 1,19); (in letzterem Falle unter Zusatz eines Tropfens 
einer 1°/oigen Natriumnitritl6sung). Vorzuziehen ist zur Dar- 
stellung des Nephroroseins die Salpeterséure, doch muB ein 
UbermaB8 an Siure, durch welches der Farbstoff zerstért wiirde, 
vermieden werden; zur Darstellung des Uroroseins eignet sich 
besser Salzsiure mit Natriumnitritzusatz. Am besten ist es, 
beide Methoden zu beniitzen. Man sieht gewéhnlich das Ab- 
sorptionsband des Nephroroseins schon bei Untersuchung des 
Harns selbst; bei zweifelhaftem oder negativem Ergebnis ist 
jedoch der Harn mit Amylalkohol zu extrahieren, welcher das 
Nephrorosein ebenso wie das Urorosein fast quantitativ auf- 
nimmt. Ein stirkeres Schiitteln ist dabei natiirlich zu ver- 
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meiden. Das amylalkoholische Extrakt wird durch Zusatz 
einiger Tropfen konzentrierten Alkohols sogleich geklart und 
kann auch noch mit Alkohol verdiinnt werden, falls die Kon- 
zentration der Lésung die spektroskopische Untersuchung er- 
schweren wiirde. Das Nephrorosein unterscheidet sich in seinem 
Verhalten Lésungsmitteln gegeniiber nicht vom Urorosein. Es 
ist unléslich in Ather und Chloroform, léslich in Amylalkohol. 
Durch Alkalizusatz wird eine Nephroroseinlésung sogleich ent- 
farbt; durch Séurezusatz wird die urspriingliche rote Farbe 
wiederhergestellt. Bei gleichzeitiger Anwesenheit von Urobilin 
erhalt man ein Kombinationsspektrum beider Substanzen, d. i. 
ein Band, welches den ganzen Raum von b bis F fiilt. Ist 
neben Urobilin etwas Nephrorosein vorhanden, so ist das 
Urobilinband schlecht begrenzt und breitet sich mehr gegen b 
aus als sonst, und ebenso ist das Nephroroseinband schlecht 
begrenzt, wenn in der Lésung auch etwas Urobilin sich befindet. 

In normalem Harn konnte ich das Nephrorosein niemals 
nachweisen. Es wurde auch in solchen Fallen vermift, in 
welchen der Harn ziemlich viel Urorosein enthielt. Bei Schar- 
lachrekonvalescenten erscheint es im Harn — fast immer zu- 
gleich mit dem Urorosein — vom Ende der zweiten oder von 
der dritten Woche an und kann dann gewohnlich durch laingere 
Zeit beobachtet werden. Mit geringen Ausnahmen habe ich 
das Nephrorosein bei wiederholter Untersuchung stets nach- 
weisen kénnen, wenn auch zuweilen das Band bei spektro- 
skopischer Untersuchung des amylalkoholischen Extraktes nur 
eben noch erkennbar war. Seine Menge ist tiberhaupt ziem- 
lich bedeutenden Schwankungen unterworfen. Fiallt in diese 
Zeit der Eintritt einer Nierenentziindung, so verschwindet bei 
schwerem Verlauf dieser Erkrankung das Nephrorosein, wie 
auch das Urorosein und das Urobilin aus dem Harn. 

Ich habe tibrigens das Nephrorosein auch bei Nephritiden 
aus anderer Ursache nicht selten beobachtet. 

Ferner habe ich das Nephrorosein neben Urorosein bei 
orthostatischer Albuminurie (in 3 Fallen) beobachtet. In einigen 
Fallen habe ich durch Darreichung von Salizylaten bei Typhus- 
rekonvalescenten das Auftreten sowohl von Urorosein, als Ne- 
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phrorosein im Harn hervorrufen kénnen. (Von R. Luzatto*) 
wurde Urorosein im Harn der Versuchstiere nach Darreichung 
des toxisch wirkenden a-Cinnamalacetophenonoxims nachge- 
wiesen.) Einigemal habe ich das Nephrorosein bei chronisch 
verlaufender Tuberkulose (z. B. Spondylitis tuberculosa) gesehen. 
Auch bei anderen Infektionskrankheiten wurde es mitunter be- 
obachtet, so z. B. in der Rekonvalescenz nach Ablauf von 
Masern und Flecktyphus. Am regelmaéfigsten beobachtet man 
es aber in Begleitung des Uroroseins bei Scharlach. 

Das Nephrorosein scheint bereits einmal — wenn auch 
nicht in reinem Zustand — in einem Falle von Himatopor- 
phyrinurie nach Sulphonalvergiftung beobachtet worden zu sein. 
Der von O. Hammarsten?) beschriebene Farbstoff (den er 
durch Vermischen des farblosen nach Ausfillung des Himato- 
porphyrins erhaltenen Harnfiltrats mit HCl erhielt) war jedoch 
mit Urobilin und Urorosein verunreinigt, wie aus der Beschrei- 
bung Hammarstens hervorgeht: Der Farbstoff besaf eine 
schén rosarote Farbung, verhielt sich den Lésungsmitteln gegen- 
iiber wie Urorosein, unterschied sich jedoch von dem Urorosein 
dadurch, daB die Lésung in Amylalkohol keinen Absorptions- 
streifen zwischen D und E, sondern einen Streifen zwischen b 
und F zeigte. Hammarsten selbst war der Ansicht, dab 
dieses Band von gleichzeitig entstandenem Urobilin herrihrte. 
Hammarsten hat also das wirkliche Spektrum des Nephro- 
roseins nicht gesehen, sondern das von ihm gesehene Band 
entspricht dem Kombinationsspektrum von Urobilin und Nephro- 
rosein. Die etwas matte Farbung einer Nephroroseinlésung wird 
durch einen geringen Zusatz von Urorosein sichtlich gehoben. 





‘) Chem. Zentr., 1908, Bd. II. 
*) Skand. Archiv, Bd. III, 1892. 

















Uber den Inhalt einer Pankreascyste. 
Von 


Dr. G. Dorner, Assistent an der Klinik. 





(Aus dem Laboratorium der medizinischen Klinik Freiburg i. B. 
Direktor Geh. Rat Prof. Dr. Baumler.) 


(Der Redaktion zugegangen am 14. Juli 1909.) 


Die von mir untersuchte Cystenfliissigkeit stammte von 
einer in hiesiger chirurgischen Klinik eréffneten Cyste, deren 
Inhalt mir in liebenswiirdiger Weise von den Herren Assistenten 
Dr. Oberst und Dr. Ohler zur Untersuchung zugesandt wurde. 

Es sei hier gleich vorweggenommen, da bei der Unter- 
suchung der Cystenfliissigkeit sich das Fehlen von Trypsin 
ergab, und dafi das spiiter aus der Fistel entleerte Sekret 
eine weit andere Zusammensetzung hatte als die erste Fltissig- 
keit, und sich auch vom normalen Pankreassekret stark unter- 
schied. Es war deshalb zu meinem grofen Bedauern wenig 
aussichtsreich, an diesem Falle die von Pawlow’) und seinen 
Schiilern an Hunden, von Ellinger und Cohn?), Glaessner 
und Popper*), Wohlgemut‘) am Menschen ausgefiihrten 
Experimente zu wiederholen. Ich mufte mich daher auf die 
Untersuchung der gegebenen Sekrete beschrinken, die ange- 
sichts der verhiltnismaBig sparlichen Literaturangaben auch 
einiges Interesse beanspruchen diirften. 

Es liegt nicht im Sinne dieses Aufsatzes, die gesamte 
Literatur tiber diesen Gegenstand zu behandeln, denn in den 


') Die Arbeit der Verdauungsdriisen. Wiesbaden 1898. 

*) Diese Zeitschrift, Bd. XLV, S. 28—37. 

5) Deutsch. Archiv f. klin. Med., Bd. XCIV. 

*) Deutsch. med. Wochenschr., 1907, S. 202; Biochem. Zeitschrift, 


Bd. II, S. 264, Bd. IV, S. 271. 
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friiheren Arbeiten, vergleiche Oser!), Schumm?), Glaessner’), 
Ellinger und Cohn‘), finden sich gute Zusammenstellungen 
der bisherigen Untersuchungsergebnisse, so da ich hier nur 
auf einige in der Zusammensetzung dhnliche Cysten und Sekrete 
zuriickkommen werde. 

Uber den klinischen Verlauf des Falles wird von anderer 
Seite berichtet werden und ich entnehme daher nur kurz 
folgende Daten aus der Krankengeschichte, die mir Herr 


Dr. Oberst freundlichst zur Einsicht tiberlassen hat. 

Der Patient kam am 13. Nov. 1908 zwischen einen Aufzug, wobei 
Riicken und Magengegend gequetscht wurden. Er hatte dann einige Zeit 
Schmerzen in der regio epigastrica und litt an heftigen Kopfschmerzen. 
Bei der Aufnahme in die Klinik am 1. II. 09 wurde ein fluktuierender 
Tumor in der regio hypochondriaca festgestellt, der am 8. III. 09 er- 
Offnet wurde. 

Die Cystenwand wurde in die Bauchwinde eingeniht, die Sekretion 
hielt noch ziemlich lange, jedoch unregelmafig nach der Eréffnung an 
und versiegte schlieflich gegen Ende April ganz. 


Allgemeine Daten: 


2500 cem einer gelblichen mit weifen Flocken leicht 
getriibten Fliissigkeit, ohne besonderen Geruch, bei auffallendem 
Lichte nicht deutlich opalescierend; die Reaktion fiir Lackmus- 
papier neutral, fiir Phenolphthalein sauer. 100 ccm bediirfen 
zur Neutralisation 2 ccm "/10-NaQOH. 

Das spezifische Gewicht betrug bei 15°C. 1,0113. 

Mikroskopisch erwiesen sich die Flocken, die sich bald 
zu Boden setzten, als zu Bindeln vereinigte Krystallnadeln, 
die in Ather zum gréBten Teil léslich waren. Nach dem 
Schiitteln mit Ather verschwanden die Flocken und es blieb 
nur eine gleichmifige ganz leichte, milchige Triibung zuriick, 
méglicherweise von durch Ather angefillten EiweiSsubstanzen 
herriihrend. Aus dem verdunsteten Ather schieden sich dann 





‘) Nothnagel, Handb. d. Pathol. u. Ther. innerer Krankheiten, 
Bd. XVIII. 

*) Diese Zeitschrift, Bd. XXXVI. 

3) Diese Zeitschrift, Bd. XL. 

4) Diese Zeitschrift, Bd. XLV, S. 28—37. 
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auch wieder sparliche Nadeln ab, welche Papier durchsichtig 
machten, also aus Fettséure bestanden. Auf Zusatz von Natron- 
lauge wurde die Fliissigkeit auch nicht vollig klar, hellte sich 
aber bedeutend auf. 

Blutkirperchen oder Fettkérnchenzellen wurden im Sediment 
nicht gefunden. 

Die Nadeln wurden zur genaueren Untersuchung abzentri- 
fugiert, mit Wasser mehrfach gewaschen, wieder zentrifugiert 
und durch Kochen in Loésung gebracht. Auf Zusatz von 
Millonschem leagens entstand keine Rotfdrbung, damit ist er- 
wiesen, dali es sich nicht um T'yrosinnadeln gehandelt hat. 


Spezielle Untersuchungen. 


Zur Priifung auf die verschiedenen Substanzen wurde 
die Fliissigkeit filtriert. Die klare Lésung gab auf Zusatz von 
Exssigsiure eine deutliche Triibung, keine Kohlenstiureentwich- 
lung, wie das von Boas!) im Karewskischen!) Falle, von 
Schumm?) und Glaessner und Popper?) untersuchte Cysten- 
sekret. 

Der Niederschlag ballte sich leicht flockig zusammen. 
Aus 50 g wurden 0,0432 g mucinartiger Stoffe, denen noch Fett- 
siuren beigemengt waren, gewonnen. 

Beim Erwiirmen der Fliissigkeit entstand bei 50° ganz 
leichte Triibung, die bis zu 70° stiirker wurde und bei 70—73° 
als feinflockiger Niederschlag ausfiel. Dieser wurde abfiltriert. 
Bei 75° gab das klare Filtrat abermals leichte Triibung, die 
sich bei 85° flockig abschied. Bei héherer Temperatur trat 
keine Triibung mehr ein. 

Im Filtrat der enteiweiBten Fliissigkeit wurde durch 
Kupfersulfat und Natronlauge eine geringe rotviolette Biuret- 
reaktion hervorgerufen. Es waren also auch Albumosen vorhanden. 
Die mit Kupfersulfat und Natronlauge erwdrmte Fliissigkeit 
gab eine geringe Trommersche Probe mit Bildung eines 
Kupferspiegels. In der enteiweiSten Fliissigkeit wurde der 





1) Deutsch. med. Wochenschrift, Bd. XVI, S. 10365. 
*y 5m. 
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Zuckergehalt nach Pavy') bestimmt. Der Saft enthielt redu- 
zierende Substanzen, welche einem Traubenzuckergehalt von 
0,1095 °/o entsprachen. 

Der Rest der Fliissigkeit wurde eingeengt und im Pola- 
risationsapparat untersucht. Es war deutliche Rechtsdrehung 
vorhanden. 

Mit grofer Wahrscheinlichkeit handelte es sich demnach 
um Traubenzucker. 

Priifung auf Fermente wurde mit dem ganz frischen Saft 
sogleich vorgenommen. 

1. Trypsin. Beiden bisher untersuchten Cysten ist nach Oser 
7mal Trypsin gefunden worden und Schumm wies es gleichfalls 
nach. In unserem Falle wurde folgendermafen verfahren: 

10 cem Fliissigkeit wurden unter Toluolzusatz in einem 
Becherglase mit Mettschen Rohrchen in den Brutofen 24 Stunden 
gestellt. 

Ebenso 10 ccm nach Alkalisierung mit 4 Tropfen 5°/oiger 
Sodalésung. Desgleichen 10 ccm ohne Toluolzusatz. Es trat 
bei allen 3 Proben keine Verdauung ein, wihrend Mettsche 
Réhrchen von derselben Stange mit Magensaft versetzt stark 
angegriffen wurden. 

Eine frische Fibrinflocke mit 20 ccm alkalisierten Saftes 
versetzt zeigte auch keine Verdauung. 

2. Da moglicherweise nur Protrypsin vorhanden war, so 
wurden zur Aktivierung 10 ccm Fliissigkeit mit 0,3°/oiger HC 
versetzt und 12 Stunden stehen gelassen, danach alkalisiert 


und der Verdauungsversuch angestellt. Resultat negutir. 

Zu einem anderen Teil wurde unter Toluolzusatz ein Stiick eines 
frischen menschlichen Darmes zugesetzt, der von einer ganz kiirzlich 
gestorbenen Leiche aus dem hiesigen pathologischen Institut entnommen 
war; zu einer dritten Portion ein Glycerinextrakt der abgeschabten Darm- 
schleimhaut, und zu einer vierten wurde der alkalisch gemachte filtrierte 
salzsaure Auszug einer frischen Darmschleimhaut hinzugefiigt, wie sie 
Ellinger und Cohen verwandt hatten. 

Alle diese Aktivierungsversuche schlugen fehl. Hs war 


also kein Protrypsin gegenwartig. 





') Deutsch. med. Wochenschrift, 1905, S. 1417 Salki. Und Pavy, 
Lancet. Nr. 4269. 
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3. Man mufte nun an die Modglichkeit denken, dah Antitrypsin 
vorhanden sei, und zu dieser Priifung wurde eine Lésung von Pankreatin 
in 2 Glisern verteilt, Mettsche Réhrchen hinzugefigt, und zu einem Glis- 
chen 5 ccm alkalischen Saftes, zum anderen 5 ccm 0,9°/oiger Kochsalz- 
lisung gesetzt. 

Leider war das mir zur Verfiigung stehende Pankreatin sehr wenig 
wirksam, doch konnte trotzdem keine Hemmung der Verdauung wahr- 
genommen werden, da in beiden Réhrchen nach 12 Stunden etwa 1 mm 
beiderseits verdaut waren. 

Auch die Verdauung von sehr kraftig wirksamem Magensafte wurde 
durch Zusatz von Cystenfliissigkeit nicht merklich beeintrichtigt. 

4. Diastatisches Ferment. 5 cem 5°/oiger Starkekleister 
wurden mit 1 ccm Saft versetzt und im Brutofen gehalten. 
Nach 1 Stunde trat keine Blaufirbung mehr mit Lugolscher 
Losung ein. 

5 cem 1°/oiger Starkelésung +- 1 ccm Saft zeigen nach 
1/2 Stunde keine Jodreaktion mehr, und es wurde in der Fliissig- 
keit eine Reduktion gefunden, die fiir Traubenzucker!) umge- 
rechnet 0,03 g entsprach. 

10 cem 1°/oiger Stirkekleister +- 1 ccm Saft zeigen nach 
'/2 Stunde noch Rotviolettfirbung auf Jodzusatz, auch hier 
mittels des Pavyschen Verfahrens eine Reduktion, die 0,0246 g 
Traubenzucker entsprechen wiirde. 

Leider war mir die Arbeit von Walter?) damals nicht zugiinglich, 
der die quantitative Bestimmung mit gefairbtem in Réhrchen gebrachtem 
Stirkekleister, nach Art der Mettschen Roéhrchen, einfiihrte, und so be- 
gniigte ich mich mit der Bestimmung der Gesamtreduktion, welche aller- 
dings angesichts der zahlreichen Zwischenprodukte zwischen Stdrke und 
Maltose recht unsichere Resultate gibt, und eines Verfahrens, wie es 
von Wohlgemuth®) angegeben ist. In unserem Falle war nach ‘/: Stunde 
bei Zusatz von 0,2 ccm Pankreasfliissigkeit zu 5 ccm 1°/oiger Stirke- 
lésung noch eine schwache Blaufarbung bei Jodzusatz zu bemerken, 
wogegen das Réhrchen mit 0,3 ccm eine rotviolette Farbung zeigte. 

5. Labferment. Milch wurde nicht koaguliert. 

Da der Saft an sich schwach sauer war, so diirfte ein Versuch der 





') Es wird bekanntlich die Starke nur zur Maltose abgebaut. 

*) Archives des sciences biologiques St. Petersburg Bd. 7 Nr. 1 u. 
2, 1899. 

’) Methode der Best. des diastat. Fermentes, Biochem. Zeitschrift, 


Bd. [IX 1908. 
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Aktivierung mittels Salzsaéure, wie er von Pawlow und Parastschuck 4) 
und anderseits Wohlgemuth angewandt worden, wohl auch erfolglos 
geblieben sein. Immerhin ist das Fehlen von Labferment, da dieser Ver- 
such in unserem Falle unterblieben ist, nicht absolut sichergestellt, wie 
bei Glaessner und Popper, welche auch nach vorheriger Behandlung 
des Saftes mit Salzsiure keine Labwirkung erzielen konnten. 

6. Maltase und Invertase wurden nicht gefunden. 

Rohrzucker mit Saft versetzt und 24 Stunden stehen gelassen gab 
keinen starken Ausfall der Trommerschen Probe, und Maltose auf Zu- 
satz von Pankreassaft nach 24 Stunden keinen stark positiven Ausfall 
der fiir Traubenzucker charakteristischen Bildung von Phenylglukosazon. 


7. Fettspaltendes Ferment. 10 cem Flissigkeit +- 5 cem 
ol. olivarum -+- 1 Tropfen Phenolphthaleinlésung wird leicht 
alkalisiert, die rote Farbe blaBt sofort ab, und am niachsten 


Tage reagiert die Losung deutlich sauer. 

Zur quantitativen Bestimmung wurde Milch mehrmals aufgekocht, 
mit etwas Toluol versetzt, genau neutralisiert, dann Pankreassaft und 
Phenolphthalein zugetan und ganz leicht alkalisiert. 

Zu je 5 ccm Milch wurden folgende Mengen Pankreassaft zugegeben. 


Rohrchen I — _ Pankreassaft + 5ccm Wasser -+- 1 Tropfen Phenolphthalein. 
>» Il1ecm > +4 > >» +1 » > 
>» <Il2 » > +3 > » +1 » : 
» IV3 >» > + 2 » > -4 1 s » 
> V4 » > a 1 >» > “ 1 > > 
» VId >» > aa — -+ 1 > > 


Nach 6stiindigem Stehen im Brutschrank bei 37° sind alle Réhrchen 
aufler Nr. 1 entfarbt. 
Zur Neutralisation sind nétig fiir Réhrchen II 0,3 ccm /10-NaQOH. 


; ; i ere > IOS >» : 
‘ , . @ 4 » IVO07 > , 
> , > >» » > V09 > > 
» > > » >» » VI 1,0 > > 


Der Wert fiir 1 ccm Fliissigkeit schwankt also zwischen 0,3 ccm 
n10-NaOH und 0,2 ccm. 

Der Gehalt an fettspaltendem Ferment ist in unserem 
Cysteninhalt nicht so stark, wie bei den Fistelsdéften von Ellinger 
und Cohn und Glaessner. Erstere brauchten zur Neutrali- 
sation fiir 1 cem Saft im Durchschnitt 20 ccm "/so-Lauge und 
Glaessners Saft war noch starker lipolytisch; wogegen wir 





') Diese Zeitschrift, Bd. XLII, S. 418. 
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nur 0,9—0,6 ccm ®/s0-Lauge pro Kubikzentimeter Saft ver- 
brauchten. 

Da Milch stets zur Verfiigung steht und es sehr einfach 
ist, dieselbe zu neutralisieren, sowie die Wirkung der Milch- 
séiurebazillen durch Toluolzusatz oder 6fteres Aufkochen zu 
vernichten, glaube ich, daf sich fiir quantitative Fettspaltungs- 
versuche gerade Milch gut eignet, zumal das bei jeglichem 0] 
notige Oftere Umschiitteln nicht so notwendig ist angesichts 
der feinen Emulsion der Milchfette. 

Eine andere Eigenschaft des Saftes zeigte sich bei Zusatz 
zu stark alkalischer Fettldsung. Nach ganz kurzer Zeit trat 
sehr kriftige Verseifung ein, und die Reaktion wurde fast neu- 
tral, wahrend das Auftreten einer sauren Reaktion erst nach 
mehreren Stunden erfolgte. 

Aufgekochter Saft zeigte im Gegensatz zu frischem diese 


verseifungsbeschleunigende Wirkung nicht. 

Eine durch 10 ccm n-NaQH alkalisch gemachte Pankreassaft- 
Olivendlemulsion wurde nach 1 Stunde bei Zimmertemperatur vollig neu- 
tralisiert, wogegen die Kontrollproben mit aufgekochtem Saft und die mit 
n-Kalilauge allein nur ganz geringe Verseifung zeigten. 

Denkbar wire, daf das fettspaltende Ferment in alkalischer 


Lésung viel kraftiger wirkt, als in saurer, sodaB also auch 
diese Verseifung nur vom fettspaltenden Ferment besorgt wiirde. 


8. Hiimolysin. In neuester Zeit ist durch die Arbeiten 
von Graefe und Réhmer') und vielen anderen die Aufmerk- 
samkeit auf die im Kérper und besonders auch im Pankreas 
vorhandenen hamolytischen Stoffe gelenkt worden. Es war 
daher wiinschenswert, in unserem Falle die himolytische Kraft 
der Fliissigkeit zu priifen, zumal nach den meisten Angaben 
iiber Pankreascysten der Inhalt durch aufgeléstes, verandertes 
Blut braun gefarbt war; und Wohlgemuth desgleichen Glaess- 
ner und Popper Hamolysin im Fistelsekret gefunden haben. 

Frisches gewaschenes Menschenblut wurde zu 5 °/oiger Lésung auf- 
geschwemmt in 0,85 °/oiger NaCl-Lésung. Zu je 1 ccm der Aufschwem- 


mung ward Cysteninhalt in steigenden Dosen von 0,1—1,0 ccm gegeben, 
alle Réhrchen auf 2 ccm mit Kochsalzlésung aufgefillt. Nach 6 stiindigem 





') Archiv f. klin. Medizin, 1908 u. 1909. 
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Stehen im Brutschrank zeigten nur die beiden letzten Réhrchen mit 0,8 
und 1,0 ccm Saft leichte Rosa- bezw. deutliche Rotfarbung, jedoch keine 


komplette Hamolyse. 

Die hdmolytische Fahigkeit war demnach recht gering, stimmte 
aber mit dem von Glaessner und Popper beschriebenen Saft 
auch quantitativ iiberein. Nach Ausschiitteln mit Ather und 
Versetzen des wisserigen Atherextraktes mit 5°/oiger Blut- 
aufschwemmung trat auch keine stirkere Himolyse ein. 

9. Auf Toxin wurde leider nicht gepriift. 

Fragen wir uns, wie es kommt, daf in unserem Falle 
bei Anwesenheit fast aller anderen Fermente kein Trypsin 
nachzuweisen war. 

In den friiher untersuchten Cysten sind alle 3 Hauptfer- 
mente nur selten gefunden worden, und bei der grofen Mehr- 
zahl der iibrigen Fille wurde das Fehlen von Trypsin bei An- 
wesenheit anderer Fermente gleichfalls konstatiert. Auf Protrypsin 
ist fast nie untersucht worden, nur Ellinger gibt an, daf er 
in einer Cystenflissigkeit kein aktives Trypsin, sondern nur 
dessen Vorstufe habe nachweisen kénnen. 

Mir scheint das haufige Fehlen von Trypsin darauf hinzu- 
deuten, daf bei Druck auf das Driisengewebe zuerst im allge- 
meinen diejenigen Driisen zugrunde gehen, welche das proteo- 
lytische Ferment liefern, und dafi die wbrigen Driisenzellen 
etwas resistenter sind. ‘Tatsaéchlich sind mehrere Cysten mit 
positivem Trypsingehalt nur sehr klein gewesen, so diejenige 
von Schumm mit ca. 120 ccm Inhalt. 

Die chemische Untersuchung der Fliissigkeit wurde 
nach den iiblichen Methoden vorgenommen. 

Der Stickstoff wurde nach Kjeldahl bestimmt, Globulin durch 
Aussalzen mit ‘/e-gesattigter Ammonsulfatlésung, Albumin durch Auf- 
kochen des Globulinfiltrates. Zur Analyse der Phosphorsdure wurde nach 
Neumann verascht, und mittels seiner alkalimetrischen Methode die 
Bestimmung ausgefiihrt, anderseits im enteiweifiten Filtrat der Cysten- 
flissigkeit mit Uranlésung titriert. 

Die tibrigen anorganischen Substanzen nach Veraschung auf trocke- 
nem Wege gemaf den Vorschriften im Lehrbuch von Hoppe-Seyler 
verarbeitet. Zum Vergleiche fihre ich gleich in einer Tabelle ahnliche 
friiher untersuchte Cysten und Sekrete an. 
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In 100 Teilen Fliissigkeit wurden gefunden: 


























— ———— — 
| In un- | os . Glaess- 
| serem |Zdareck Hoppe linger Schumm) ner’) 
Falle Pc , note 

meer as a 98, 121 98,9385 | 97,4 pg.6is 98,455 98,723 
Trockenriickstand| 1,879 | 1,0615 | 2,6 | 11882) 1.5449 | 1,2708 
Koagul. Eiweifs . | 0,6132} 0,0974 — 0,099 0,1744 
Globulin . . . .| 0,304 —- —_ 0,0496 — _ 
Albumin . . . .| 0,2508 -— | 0,0218 _ pani 
Stickstoff . . .| 0,1582! 0,0268! — | 0,048 0,0804 | 0,0983 
Cholesterin, Fett | 

und Fettsauren | 0.06661 0,0081 0,02 a -- — 
Alkohollésliche 

Substanzen. ./| 1,119 — 0,87 — | 05611 0,508 
Alkoholunlésliche | 

Substanzen. .} 0,7 -- os = — 0,5646 
Spex. Gewicht . | 10113, 1007,5 | — | 1008 | 10098 | 1007, 














Auferdem wurden gefunden 0,0864°/o mit Essigsaure fall- 
bare Substanz. Von den 0,0666 g Atherextraktivstoffen 0,0276 g 
bei Extraktion aus 100 g der urspriinglichen Fliissigkeit, 0,039 g 
nach Ausschiitteln derselben, aber angesduerten Fliissigkeit. 

Asche wurde im ganzen 0,82 g gefunden. 

Alkoholunlésliche Asche 0,011 g. 

Alkohollésliche Asche 0,809 g. 

Die Menge der EiweiBkérper und das spezifische Gewicht 
schwankt bei Pankreascysten auBerordentlich. Bis 10°/o Eiweil 
ist von Tremaine beobachtet, und ein spezifisches Gewicht 
von 1028 gibt Heroche an. Fistelsekrete verhalten sich na- 
tiirlich etwas anders als der Cysteninhalt, besonders pflegt der 
Eiweifigehalt geringer zu sein. 


In der Asche waren enthalten: 
0,082 g CO, als BaO gewogen 0,042 g BaO. 
0,0022 » Mg als pyrophosphorsaure Magnesia 0,01 g. 
Fe wurde nicht sicher gefunden. 





') Fistelsekret. 
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0,0147 g Ca entsprechend 0,0205 g CaO. 
0,0388 » H,SO, entsprechend 0,0925 g BaSQ,. 
0,017 » P,O; nach Neumann. 
0,019 » P,O, mittels der Titermethode mit Uranlésung. 
0,2225 » Cl als AgCl gewogen 0,91 g. 
0,0126 » K, als K,PtCl, gewogen 0,0783 g. 
0,284 » Na gefunden aus 0,753 g NaCl + KCl 
— 0,031 » KCl aus K,PtCl, 
= 0,722 » NaCl = 0,284 g Na. 
Auch hier seien zum Vergleich einige friihere Werte zu- 


sammengestellt. 


























tnearal Kuh-| |; | 

Unsere! a areck’ ita si Schumm’) al 

Cyste | kampf|richs naric 
Ges. Asche in 100 | | | 

Teilen Fliissigkeit 0,82 | 0,8678 | 0,809] 0,80 0.8547 | 0,786 

Unldsl. Asche. . .|0,0345' 0,0215 | — | — ” os 
en ee | 0,0082 0,0132 —— a a 
P.O, 0,018 00065 | — | — = _ 
a 0,0388| 0,004 | — | — - oan 
. aadeeru 0,225) 01484 | — | — | 0,1801 om 
Me 6 eH Owes 0,0022, Spur ~- we ne iin 
sé: see ee 0 | — — om _— ‘ies 
We. se gous thers 00147, 00086 | — | — ~ a 
ee 0,0126, 00254 | — | — | ooa9 | — 
ae ren 0,284 | 0,323 | — | — | 03301 | — 














Man sieht, dai die Zusammensetzung der Aschen, soweit 


sie untersucht sind, nur wenig untereinander differiert. 

Von organischen Substanzen wurde gepriift auf: 

Harnstoff. Die enteiweihte Flissigkeit wurde eingeengt, mit Alkohol- 
ather nach Zusatz von Barytmischung extrahiert. Beim Verdunsten des 
Filtrates schieden sich Kvyystalle von Harnstoff micht ab. Mit Wasser auf- 
genommen entstand auf Salpetersdéure- oder Oxalsdurezusatz kein kry- 
stallinischer Niederschlag. 

Oxalsiure war nicht vorhanden. Im sauren Atherextrakt wurden 
Oxalsdurekrystalle nicht gefunden, auch auf Zusatz von Calciumchlorid 
zur alkalischen Lésung entstand kein Niederschlag von Calciumoxalat. 





1) Wiener klinische Wochenschrift, 1899. 
*) Fistelsekret. 


Hoppe Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. LXI. 
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Es steht also der Fall von Zdareck mit reichlichem Gehalt an Oxal- 
siure einzig da. 

Albumosen. In der enteiweifiten Flissigkeit trat leichte Biuret- 
reaktion auf. 

Pepton. In der mit Ammonsulfat ausgesalzenen Probe trat auch nach 
dem Einengen des Filtrates keine deutliche Biuretreaktion auf. 

Leucin und Tyrosin. Krystalle dieser Kérper schieden sich in der 
enteiweifiten, zum Sirup verdunsteten Fliissigkeit nicht aus. 

Beim Schiitteln mit Naphthalinsulfochlorid in alkalischer Lésung 
(vgl. Fischer und Bergell, Ber. der Deutsch. chem. Ges., Bd. XXXV, 
S. 1903; Embden und Rhese, Hofmeisters Beitrage, Bd. VII) wurden 
aus 300 ccm 0,038 g einer harzigen Naphthalinsulfoverbindung isoliert, 
welche jedoch trotz mehrfachen Umfallens des Ammonsalzes mit Schwefel- 
siure und Aufnehmen der ausgefallenen Substanz mit Ather nicht zur 
Krystallisation gebracht werden konnte. 

Umkrystallisieren aus heiffem Wasser schlug auch fehl infolge der 
geringen Substanzmengen, so dafs ich keinen Schmelzpunkt nehmen 
konnte. 

Immerhin ist durch das Auftreten einer Naphthalinsulfoverbindung 
die Anwesenheit von in ganz geringer Menge vorhandenen Aminosduren 
wahrscheinlich gemacht, wie sie z. B. auch im Harn vorkommen. 

Tryptophan. Die Probe mittels Bromwasser fiel in der enteiweifiten 
Fliissigkeit negativ aus; die Glyoxylséurereaktion wurde nicht angestellt. 

Von Fettsdiuren ist das Vorhandensein freier Palmitinsdure wahr- 
scheinlich. Schmelzpunkt ca, 60° statt 62°. Neutrale Fette waren in ge- 
ringer Menge vorhanden, gelbbraun, butterweich, und bestanden offenbar 
aus einem Gemenge verschiedener Glycerinester, die nicht voneinander 
getrennt werden konnten. Nach der Verseifung schieden sich aus der 
alkoholischen Lésung reichlich Seifennadeln ab. Aus dem sauren Ather- 
extrakt dieser Seifen konnte mit Alkohol keine deutliche Ausscheidung 
der hédheren Fettsiuren hervorgerufen werden, doch gab der Extrakt 
deutliche Fettflecke auf Papier. Es handelte sich also hauptsachlich um 
Olsiure und niedere Fettsduren. 

Ein Teil des Atherextraktes der Cystenfliissigkeit wurde nach dem 
Verjagen des Athers mit Alkohol behandelt, dieser auf dem Uhrschalchen 
verdampft. Es schieden sich mifig reichliche Cholesterinkrystalle ab, 
die sich mikroskopisch deutlich als Tafeln mit ausgeschnittenen Ecken 
zu erkennen gaben. 

Die Liebermannsche Cholesterinreaktion war im Chloroform- 
auszug des Alkoholextraktes positiv, ebenso trat beim Abdampfen des 
Alkoholauszuges mit Salzsiure und einer Spur Eisenchlorid deutliche 
Blaufaérbung des Riickstandes ein. 

In dem von mir untersuchten Falle sezernierte die Ope- 


rationsfistel noch langere Zeit und so hatte ich Gelegenheit, 






































& 
fi 
ate 
i 
¥ 
¢ 
a 








Uber den Inhalt einer Pankreascyste. 255 


auch Fistelsekret, das 18 Tage nach der Operation entleert wurde, 
zu untersuchen. 

120 ccm eines klaren, leicht opalescierenden Saftes von 
dem Aussehen einer Ascitesfliissigkeit, geringer Geruch nach 
Jodoform. Das Sekret ist véllig geronnen, hat die Konsistenz 
eines Gelatinepuddings. Das Gerinnsel wird vorsichtig zerteilt, 
das Fibrin zieht sich zusammen, doch tritt kurz darauf eine 
abermalige vollige Gerinnung ein. 

Nach Zerteilung dieses Gerinnsels wird die Fliissigkeit 
untersucht. Spezifisches Gewicht 1013. Reaktion fiir Lackmus 
ganz schwach alkalisch, fiir Phenolphthalein eben sauer. 

Die Untersuchung auf Fermente ergab: Kein Trypsin, kein 
Protrypsin. Diastatisches Ferment kraftig. Fettspaltendes Ferment 
stirker als im Cysteninhalt. Stickstoff 0,4564°/o. Koagulable 
Eiweifstoffe 2,41°/o. Zucker 0,07°/o. 

Da dieses Sekret bedeutend andere Zusammensetzung 
zeigte, wie die friiher untersuchten Fistelsafte von Ellinger und 
Cohn, Glaessner und Popper, Schumm und anderen, Trypsin 
nicht vorhanden und der Eiweifgehalt sehr gestiegen war, offen- 
bar durch Sekretion der Wundflichen, so mufte von einer 
exakten Priifung des Nahrungseinflusses auf die Fermente leider 
abgesehen werden. Auch eine genauere Untersuchung des 
Sekretes schien zwecklos wegen der uniibersehbaren Fehler- 
quellen, die sich durch Beimengung von Wundsekret ergaben. 

Bemerkenswert ist das Fehlen von Trypsin auch im Fistel- 
sekret, wie es Bickel!) gleichfalls beschreibt, waihrend Boas 
im Karewskischen Falle Trypsin nachwies, obwohl in dem 
Cysteninhalt dieses Ferment von Salkowski nicht hatte ge- 
funden werden kénnen. 





‘) Deutsch. med. Wochenschrift, 1908, S. 2112. 





Vergleichende Untersuchung fiber die Zusammensetzung 
und den Aufbau verschiedener Seidenarten. 
III. Mitteilung. 
Die Monoaminosauren aus Schantung-Tussah-Seide. 


Von 
Emil Abderhalden und Carl Brahm. 


(Aus dem physiologischen Institut der tierarztlichen Hochschule, Berlin.) 


(Der Redaktion zugegangen am 20. Juli 1909.) 


Unter den bis jetzt untersuchten Seidenarten befand sich 
eine, die «New Chwang-Seide>»,!) die in ihrem Gehalt an Amino- 
siuren erheblich von der Zusammensetzung des Seidenfibroins 
der italienischen Seide abwich. Vor allem war beachtenswert, 
dafi bei der totalen Hydrolyse mit kochenden starken Sauren 
ein ganz betrichtlicher Riickstand blieb. Es scheint, daf ein 
derartiges Verhalten bei allen sogenannten Tussah-Seiden zu 
beobachten ist und namentlich bei denjenigen Seidenarten, deren 
Erzeuger von Eichenlaub sich erniihren. Auch bei der Hydro- 
lyse der aus Schantung bezogenen Tussah-Seide beobachteten 
wir einen ganz erheblichen Riickstand. Er nahm nach wieder- 
holtem Kochen mit rauchender Salzséure und mit 25°/oiger 
Schwefelsiure nicht wesentlich an Menge ab. Auch war seine 
Menge bei wiederholter Ausfiihrung der Hydrolyse stets an- 
niihernd die gleiche. Dieser Riickstand enthalt im Durchschnitt 
16,5°/o Stickstoff und zeigt folgende auffallende Erscheinung. 
Wird eine Probe des Riickstandes vollstindig s&urefrei aus- 
gewaschen, dann mit Natronlauge iibergossen und nunmehr 


') Emil Abderhalden und Auguste Rilliet, I, Mitteilung, Die 
Monoaminosduren der «New Chwang-Seide», Diese Zeitschrift, Bd. LVIII, 
S. 354, 1909. 
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eine geringe Menge einer verdiinnten Kupfersulfatlsung zu- 
gesetzt, so tritt zunachst keine Biuretreaktion ein. Erst nach 
lingerem Stehen wird die Lésung intensiv violettrot. Die 
Biuretreaktion tritt auch dann noch auf, wenn der Riickstand 
wiederholt stundenweise mit rauchender Salzsaure behandelt 
worden ist. Diese Beobachtung erscheint uns in mancher Hin- 
sicht beachtenswert. Vor allem wird man bei der Darstellung 
von Produkten, wie z. b. von tierischen Farbstoffen und speziell 
bei der Gewinnung von Melaninen, die zur Untersuchung auf 
ihre Zusammensetzung absolut eiweiffrei und frei von Eiweif- 
abkémmlingen sein miissen, daran zu denken haben, daf nicht 
einmal das energische Auskochen mit starken Sauren eine 
Garantie fiir vollkommene Entfernung derartiger K6rper gibt. 

Nach 16stiindigem Kochen des erwiahnten Riickstandes 
mit 33°/oiger Natronlauge lief sich nach erfolgter Neutrali- 
sation der Natronlauge mit Salzséure und Eindampfen der 
Liésung durch Auskochen des verbleibenden Riickstandes mit 
verdtinntem Alkohol reines Alanin isolieren. 

0,1195 g Substanz gaben 0,1791 g CO, und 0,0842 g H,0O. 

Berechnet fiir C,H,NO, : Gefunden : 
4),45°/o CG und 7,86°/o H. 40,87°/o C und 7,83 °o H. 

Mit der Untersuchung auf weitere Spaltprodukte sind wir 
noch beschaftigt. 

Zu der Hydrolyse der Schantung-Tussah verwendeten wir 
Fibroin, dem wir durch Auskochen mit Wasser den Leim ent- 
zogen hatten. Hierzu ist zu bemerken, dafi es mit Schwierig- 
keiten verkniipft ist, die Tussah-Arten zu degommieren, ohne 
dah das Seidenfibroin angegriffen und anderseits doch der Leim 
vollstandig entzogen wird. Wir haben das Auskochen im 
Porzellanbecher hiiufig wiederholt und immer wieder gingen 
in das Kochwasser geringe Mengen von Substanz iiber. Wir 
haben die Schantung-Tussah wiederholt untersucht und im 
Durchschnitt aus 1 kg Seide 200 g Seidenleim erhalten. Das 
lufttrockene Fibroin verlor beim Trocknen bei 100° bis zur 
Gewichtskonstanz 9,20°/o an Gewicht. Es enthielt 0,56°/o Asche. 

Bei der Hydrolyse mit rauchender Salzsdure verblieb ein 
Riickstand von 5,0 g. Seine Menge schwankte bei den ver- 
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schiedenen Priiparaten. Er enthielt durchschnittlich 16,5°/o N. 
Die Ausbeute an einzelnen Aminosduren betrug auf 100 g bis zur 
Gewichtskonstanz getrocknete, aschefreie Substanz berechnet: 














Glykokoll 14,5 g Glutaminsdure 1,75 g } 
Alanin 22,0 » Phenylalanin 1,0 » 
Serin 1,8 » Tyrosin 9,7 » 
Leucin 1,0 >» Prolin 2,0 » 
Asparaginsadure 1,0 » 
Alanin: 
0,2015 g Substanz gaben 0,2988 g CO, und 0,1430 g H,0. 
Berechnet fiir C,H,NO,: Gefunden : 
40,45°/0 C und 7,86°%o H. 40,44°/o C und 7,88°/o H. 
Serin: 
0.1719 g Substanz gaben 0,2145 g CO, und 0,1040 g H,0. 
Berechnet fiir C,H,NQ,: Gefunden: 
34,28°0 C und 6,66°/o H. 34,03°0 C und 6,72°%o H. 
Asparaginsdure: 
0,1712 g Substanz gaben 0,2261 g CO, und 0,0828 g H,0. 
Berechnet fiir C,H,NO,: Gefunden : 


36,090 C und 5,260 H. 36,020 C und 5,36% H. 











Vergleichende Untersuchungen iiber die Zusammensetzung 
und den Aufbau verschiedener Seidenarten. 
IV. Mitteilung. 
Die Monoaminosauren aus «Bengal>-Seide. 
Von 


Emil Abderhalden und James Sington. 





(Aus dem physiologischen Institute der tierarztlichen Hochschule, Berlin.) 


(Der Redaktion zugegangen am 20. Juli 1909.) 





Vor kurzem teilte der eine von uns in Gemeinschaft mit 
Lotte Behrend‘) eine Untersuchung tber Seidenfibroin aus 
Canton (Stidchina) mit. Wir hatten Gelegenheit, eine weitere, 
ganz ahnlich aussehende Seidenart auf ihren Gehalt an Mono- 
aminosduren zu untersuchen, die aus Bengalen (Indien) stammt. 
Die Zusammensetzung des Seidenfibroins dieser Seidenart stimmt 
mit derjenigen der Canton-Seide ziemlich gut tberein. Ein 
ausgesprochener Unterschied besteht nur im Gehalt an Glyko- 
koll. Er wurde trotz wiederholter Untersuchung etwas geringer 
gefunden. Im iibrigen zeigte die Seide aus Bengalen dieselben 
Eigenschaften, wie das Seidenfibroin der italienischen Grége, 
nur war der Faden der ersteren etwas feiner und zarter. Der 
Gang der Untersuchung war der tibliche. Die Hydrolyse wurde 
mehrmals durchgefiihrt, um Irrtiimer auszuschlieBen. 

Die verwendete Bengal-Seide ergab beim wiederholten 
Auskochen mit Wasser im Porzellanbecher unter Druck 20 bis 
21°/o Seidenleim. Das degommierte, lufttrockene Seidenfibroin 
verlor beim Trocknen bei 100° bis zur Gewichtskonstanz 8,22 °/o 
an Gewicht und enthielt 0,46°/o Asche. Zur Bestimmung des 





‘) Emil Abderhalden und Lotte Behrend, Vergleichende Unter- 
suchungen iiber die Zusammensetzung und den Aufbau verschiedener 
Seidenarten. II. Mitteilung. Die Monoaminosduren aus Canton-Seide. Diese 
Zeitschrift, Bd. LIX, S. 236, 1909. 
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Tyrosingehaltes des Seidenfibroins wurden 100 g mit der fiinf- 
fachen Menge 25°/oiger Schwefelsdure hydrolysiert. Zur Dar- 
stellung der tibrigen Monoaminoséuren wurde nach voraus- 
gegangenem Abbau durch Kochen mit rauchender Salzsaure 
(spez. Gewicht 1,19) die Estermethode angewendet. Bei der 
Hydrolyse blieben nur ganz geringe Mengen melaninartiger 
Substanz zuriick. 

Die Ausbeuten an Aminosdéuren betrugen, berechnet auf 
100 g bei 100° bis zur Gewichtskonstanz getrocknetes, asche- 
freies Seidenfibroin : 


Glykokoll 30,5 g Phenylalanin 14 g 

Alanin 20,0 » Tyrosin 10,0 » 

Serin 1,75 > Prolin 1,0 » 

Leucin 1,2 » Glutaminséure in Spuren vor- 
Asparaginsdéure 0,8 » handen. 


Hierzu ist zu bemerken, dafi das Glykokoll als Ester- 
chlorhydrat identifiziert wurde, das Alanin durch sein Drehungs- 
vermogen ({a],’ , = -++ 9,2°, 8,9°, 9,8° und 10,1°) und durch 
die Analyse. Das Serin wurde ebenfalls analysiert. Vom Pheny!- 
alanin untersuchten wir das Chlorhydrat. Vom Prolin be- 
stimmten wir den Kupfergehalt des bei 120° getrockneten 
Kupfersalzes, und das Leucin identifizierten wir gleichfalls in 
Form seines Kupfersalzes. Die Asparaginséure endlich wurde 
durch die Analyse und ihre Eigenschaften sichergestellt. 


Alanin: 
0,1020 g Substanz gaben 0,1505 g CO, und 0,0715 g H,O. 
Berechnet fiir CsH,NO,: Gefunden : 
40,45°/o GC und 7,86°/o H. 40,24°/o CG und 7,79°/o H. 
Serin: 
0,1592 g Substanz gaben 0,1994 g CO, und 0,0970 g H,0. 
Berechnet fiir C,H,NO,: Gefunden: 
34,28°/o C und 6,66°/o H. 34,15°/o C und 6,76°o H. 
Asparaginsaure: 
0,3025 g Substanz gaben 0,3959 g CO, und 0,1466 g H,O. 
Berechnet fiir C,H,NO,: Gefunden : 


36,09°/o C und 5,26%o H. —-35,699/o © und 5,39°%o H. 









































MaBanalytische Bestimmung kleiner Kohlensduremengen. 
Von 


Otto Warburg. 





Mit einer Tafel. 


(Aus der medizinischen Klinik zu Heidelberg.) 
(Der Redaktion zugegangen am 20, Juli 1909.) 


Wiahrend der im Wasser geléste Sauerstoff nach der 
Methode von Schiitzenberger und Risler recht genau (1 mg 
auf 4°/o) titriert werden kann, ist eine mafanalytische Be- 
stimmung entsprechend kleiner Kohlensduremengen bisher nicht 
beschrieben worden. 

Ich habe das bekannte Verfahren von Pettenkofer so 
modifiziert, daf sich nunmehr die Kohlensiéiure etwa ebenso 
genau wie der Sauerstoff titrieren la6t. Hierbei kam mir be- 
sonders die Beobachtung zugute, dai heifies Barytwasser die 
Kohlenséure schneller absorbiert als kaltes; statt der langen 
Rohren konnte ich eine Schicht von wenigen Zentimetern zur 
Absorption benutzen und statt des !/10-normalen !'s0-normales 
Barytwasser. 

AbsorptionsgefaB8 (Figur 1): In eine Volhardsche Vor- 
lage ist das Zuleitungsrosr a und das Ableitungsrohr b einge- 
schmolzen; b laft sich mit dem Kugelrohr c durch einen Gummi- 
schlauch verbinden, der die Schraubenklemme k triagt. Das 
GefaB ist aus Jenaer Glas; die kleine Kugel fabt etwa 25 ccm. 
Je nachdem man die Klemme k schlieft oder Offnet, steigt die 
Absorptionsfliissigkeit in die Kugel oder sinkt in den Erlenmeyer 
zuruck. Der Gummistopfen, der das GefaB verschlieBt, wird von 
2 Biirettenspitzen, ausgezogenen dickwandigen Kapillarréhren, 
durchbohrt. Die Biirettenspitzen sind durch einen Kapillar- 
schlauch mit den Biiretten verbunden; diese stehen mit den 
Vorratflaschen der Titrationsfliissigkeiten in Verbindung; statt 
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der tiblichen Quetschhaéhne sind Glashahne notig, in deren Ver- 
bindungsstellen Glas an Glas st6Bt. Jede Kommunikation mit 
der 4uBeren Luft wird in bekannter Weise mit Natronkalkréhren 
hergestellt. 

Titrationsfliissigkeiten. 4/10-normale Salzsaure wird 
mit ausgekochtem Wasser auf das 10fache verdiinnt. Das Baryt- 
wasser wird so hergestellt, dafB etwa 1 cem 1,3 cem "/100-HCl 
entspricht. Der Indikator, Phenolphthalein, wird der "/100-HC] 
zugesetzt. Man vermeidet so eine dritte Durchbohrung des 
Gummistopfens, der die Vorlage verschlieBt. 

Apparat: Wenn es sich um die von einem Tier abge- 
gebene Kohlensaéure handelt, wird das Geféif mit dem Tier 
direkt mit der Vorlage verbunden. 

Soll die im Wasser geléste Kohlensaéure bestimmt werden, 
so wird die tibliche Vorrichtung, Fraktionierkolben und Kihler, 
vorgeschaltet (Figur Il). Die Verbindungen ergeben sich aus 
der Zeichnung. Die Luft passiert zuerst eine Wasserflasche 
mit Kalilauge (nicht in der Figur eingezeichnet) und dann ein 
etwa meterlanges, ziemlich breites Natronkalkrohr. Als Aspirator 
dient eine etwa 201 fassende Standflasche. Zwischen Ab- 
sorptionsgefa8 und Aspirator ist eine Flasche mit Kalilauge 
oder ein Natronkalkrohr mit Kugel (zur Aufnahme von Wasser) 
eingeschaltet. 

Die Titerstellung muff mit solchen Mengen ausgefiihrt 
werden, dafi der Umschlag etwa in der gleichen Verdiinnung 
stattfindet, wie bei dem Versuch. Man nimmt sie in kohlen- 
siurefreiem Luftstrom vor (nachdem man im Laufe einer Stunde 
ca. 1800 ccm Luft durch den Apparat gesaugt hat). 

Einfiihrung der Kohlensa&ure: Im allgemeinen ge- 
niigt es, die kohlensiaurehaltige Fliissigkeit durch einen Tropf- 
trichter einzufiihren, der in dem Gummistopfen des Fraktionier- 
kolbens steckt. 

Da es mir darauf ankam, die Methode zu priifen, habe 
ich gréBere VorsichtsmaBregeln angewandt. Ein 2 1-Kolben 
wurde bis zur Marke mit ausgekochtem Wasser gefiillt, dann 
reines, aus Bicarbonat in bekannter Weise hergestelltes Natrium- 
carbonat in abgewogener Menge zugegeben, verschlossen, um- 
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geschiittelt und dann sofort mit einer Birette in der aus der 
Figur ersichtlichen Weise verbunden. m ist ein Glashahn. 

Bestimmung: In den Fraktionierkolben wird etwas ver- 
diinnte Schwefelsiure gegeben und 1 Stunde im kohlensidure- 
freien Luftstrom gekocht. Dies mu8 immer dann wiederholt 
werden, wenn der Kolben lingere Zeit mit kohlensaurehaltiger 
Luft in Beriihrung war. Dann laé8t man erkalten, eine abge- 
messene Menge Barytwasser (in meinem Versuche ca. 23 cm) 
in die Vorlage einflieBen und bringt das Absorptionsgefiaf in 
das Bad, das auf 80° gehalten wird.!) Hierauf wird der Hahn h 
abgeschlossen, die Sodalésung zugegeben und der Inhalt des 
Fraktionierkolbens im Lauf von etwa 20 Minuten zum Sieden 
gebracht. Besonders kurz vor dem Sieden nimmt man die 
Flamme ab und zu fort, um die Geschwindigkeit der Gasent- 
wicklung zu regulieren. Dann leitet man unter fortgesetztem 
Sieden 10 Minuten langsam und 30 Minuten schneller (1800 ccm 
pro Stunde) Luft durch den Apparat. Nach dieser Zeit wird 
das AbsorptionsgefaB durch kaltes Wasser auf Zimmertem- 
peratur abgekiihlt, die Klemme k gedffnet und unter leb- 
haftem Schiitteln titriert. Wenn fast Entfarbung eingetreten 
ist, wird k geschlossen. Die Flissigkeit steigt in die Kugeln 
und spiilt sie aus. Jetzt wird k wieder gedffnet und auf vollig 
farblos titriert. Der Umschlag (von einem Schimmer rosa in 
einen scheinbar gelblichen Ton) ist auf 1/10 ccm zu erkennen. 

Belege: In 21 Wasser wurden 0,4939 g wasserfreie 
Soda gelést. In 10 ccm dieser Lésung waren also 1,024 mg 
CO,, die 4,65 ccm "/100-HCl d&quivalent sind. (1 cem ®/100-HCl 
= (),22 mg CO,.) Wenn 10 ccm dieser Losung vorgelegt wurden, 
nahm der Titer des Barytwassers um folgende, in Kubikzenti- 
metern ®/100-HCl ausgedriickte Werte ab: 

1. 4,7 

2. 4,7 
3. 4,9 
4, 4,8 
5. 4,8. 





') Man schiitzt die Biiretten durch ein Kartonblatt vor Erwarmung. 
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Es wurde also durchschnittlich etwas zuviel CO, gefunden. 
Wenn ich keine Soda vorlegte und durch den Apparat in das 
erhitzte Absorptionsgefai Luft saugte, nahm der Titer des Baryt- 
wassers nicht ab. Hieraus sieht man, daB es nicht ndtig ist, 
alle Gummiverbindungen zu vermeiden (in denen tibrigens immer 
Glas an Glas stief). 

Wenn dagegen von dem Wasser, das zur Bereitung der 
Sodalésung benutzt war, 10 cem vorgelegt wurden, nahm der 
Titer des Barytwassers um !/10 ccm "/100-HCl ab. Es hat keinen 
Zweck, diesen Wert von den erhaltenen Zahlen abzuziehen, 
weil der Ablesungsfehler 2/10 cem "/100-HCI betriigt. 

i mg CO, laBt sich also auf die beschriebene Weise auf 
4 bis 5°/o bestimmen. Mit der gleichen Genauigkeit labt sich 
noch die doppelte Menge CO, bestimmen; legt man grofere 
Mengen vor, so werden die Resultate ungenauer. Natiirlich 
steht nichts im Wege, den Inhalt der Kugel kleiner zu wiihlen 
und dann eine gréfere Anzahl Kugeln und also eine hohere 
absorbierende Schicht vorzulegen; ferner fiir gréfere Mengen 
stiirkeres Barytwasser zu benutzen. Ich habe aber das Ver- 
fahren nach dieser Richtung nicht ausgearbeitet, weil fiir meine 
Zwecke nur Mengen bis zu 1 mg in Betracht kommen. 

Die absolute Genauigkeit ist bei feinen gasanalytischen 
Apparaten groéBer; der Nachteil ist aber der, da6 man fiir 
jeden Zweck einen besonderen Apparat braucht und daf die 
Methoden ungenau werden, wenn die Luftmengen, in denen 
sich die kleine Menge CO, befindet, sehr grof sind. Fir das 
angegebene Verfahren ist die Genauigkeit ganz unabhangig von 
der Luftmenge. 

Der Fehler, den man bei den gewichtsanalytischen Me- 
thoden macht, ist mindestens 0,2 mg und kommt weniger von 
der Ungenauigkeit der Wagen, als daher, daf das Gewicht der 
Absorptionsapparate nicht hinreichend konstant ist. 


Herrn cand. chem. Franzen danke ich auch hier fiir 
die Anfertigung der Zeichnungen. 
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Hoppe-Seyler’s Zeitschrift fiir physiologische Chemie. Band LXI, Tafel 2. 
Zu «Otto Warburg, Mabanalytische Bestimmung kleiner Kohlensiuremengen>. 
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Glykogenabbau und Zuckerbildung in der Leber normaler und 
pankreasdiabetischer Hunde. 
Von 
Dr. Hans Hinselmann. 





(Aus der medizinischen Klinik Heidelberg, Geh. Rat Krehl.) 


(Der Redaktion zugegangen am 20. Juli 1909.) 





Die Fragen tiber die Art der Entstehung der Hyperglykiimie 
beim Pankreasdiabetes sind noch nicht endgiiltig geklart. Bang ') 
fand beim Hunde keine nennenswerte Erhéhung des Glykogen- 
abbaus in der Leber beim Pankreasdiabetes. Er vergleicht 
allerdings seine Werte mit Normalwerten von Kaninchen, wes- 
halb neue Versuche, die nur an Hundematerial ausgefiihrt sind, 
notig erscheinen. 

Auch Zegla?) hat neuerdings Untersuchungen tiber den 
Diastasegehalt der Leber unter den verschiedensten Verhalt- 
nissen angestellt und fand mit der Wohlgemutschen Methode 
bei drei pankreasdiabetischen Hunden am 9., 10. und 40. Tage 
nach der Operation einen bedeutend geringeren Diastasegehalt 
der Leber als bei Normaltieren. 

Nach anderen Erfahrungen erscheint eine erneute Priifung 
dieser Fragen unter Beriicksichtigung einigermafen funktionell 
gleichwertiger Verhaltnisse der Leber angebracht. Es muf der 
Glykogenabbau auf ein Minimum reduziert werden, was man 
am besten mit einer moglichst guten Fiitterung der Tiere zu 
erreichen sucht. Als Ausdruck dafiir darf man eine Gewichts- 
zunahme der Tiere oder mindestens eine Gewichtskonstanz 
ansehen. Auch auf die zeitlichen Verhiltnisse ist zur Erhal- 
tung von Vergleichswerten zu achten. 


Methodisches. 


Da die Untersuchungen einen mdglichst hohen Glykogengehalt der 
Leber wiinschenswert machten, wurden die Hunde 3 Tage lang bei einer 
so reichlichen Kost im Kafig gehalten, daf§ ihnen stets Nahrung zur Ver- 
figung stand. Gereicht wurde Milch und Hundekuchen. Hierauf wurde 
nach dem Vorgehen von Bang die Leber mdglichst schnell in Narkose 
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herausgenommen, bei den Normalhunden in Chloroform-, bei den operierten 
Hunden in Morphium-Athernarkose. Da hierbei eine Anzahl von Faktoren 
wirksam ist, die vielleicht auf den Blutzuckergehalt einen Einfluf haben, 
wie der Chok, die Narkose, die mehr oder weniger starke Asphyxie u. a., 
wurde ganz besonders auf Gleichmafigkeit der Versuchsbedingungen ge- 
achtet, die praktisch allerdings nur bis zu einem gewissen Grade zu er- 
reichen ist. 

Nach der Herausnahme der Leber, die mit Narkose etwa 5 bis 
10 Minuten in Anspruch nahm, wurde sie gewogen und ein Teil ohne 
Entblutung in einer gewOhnlichen Fleichmaschine oder auf dem Wiege- 
brett zerkleinert. Von dem gut durchgerihrten Leberbrei wurden 25 g 
fiir die Glykogenprobe und 25 g fiir die Zuckerextraktion abgewogen. In 
durchschnittlich 30 Minuten nach der Herausnahme kochten die Proben. 
Die andere Halfte der Leber wurde in einer verdeckten Glasschale 7 Stunden 
bei 36° gehalten und die Eintrocknung durch Wasserzusatz in der Glas- 
schale verhiitet. Nach dieser Zeit wurde dieser Teil der Leber ebenfalls 
zerkleinert. Dabei wurden von den Schnittflachen breite Sticke wegge- 
schnitten, um so die Zone zu entfernen, in der Bakterienwirkung zu be- 
fiirchten war. Meist waren die Schnittflaichen tibrigens sehr klein, da die 
Hundeleber stark gelappt ist. Von diesem zweiten Leberbrei wurden dann 
in gleicher Weise wie beim ersten je 25 g zur Glykogen- und Zuckerprobe 
abgewogen und so zum Kochen gebracht, dafs mdglichst genau 7 Stunden 
nach dem Aufkochen der ersten Probe verflossen waren (siehe Protokolle). 
Diese Versuchsanordnung unterscheidet sich von der Bangschen dadurch, 
dafi er mit entblutetem und mit Toluol versetztem Leberbrei arbeitete. 
Wegen des Schutzes der Capsula Glissoni und der Entfernung der Schnitt- 
fliche war unter Umgehung des Toluols eine erheblichere Bakterien- 
wirkung in meinen Fallen unwahrscheinlich ; jedoch wurde nicht unter- 
sucht, ob das Innere der Leber tatsachlich steril war. War hei der 
Digestion des Leberbreies wegen der innigen Vermischung der Blutdiastase 
und des Leberbreies eine sorgfiltige Entblutung in den Bangschen 
Versuchen unbedingt nétig, so erscheint sie hier tiberfliissig, weil post- 
mortale Verdinderungen der Gefafswinde der Blutdiastase wohl nicht un- 
gehinderten Zutritt zum Lebergewebe gestatten. Uber dies ist darauf 
hinzuweisen, dafs bei nicht intensiver Entblutung verschieden grofe Blut- 
mengen zuriickbleiben kénnen, und wenn man vollstandig entblutet, ist 
damit zu rechnen, dafi woméglich verschieden grofle Mengen Lymph- und 
Leberdiastase mit fortgespiilt werden. Aus diesen Griinden wurde die 
Leber nicht entblutet. Die Glykogenanalyse wurde im wesentlichen nach 
der Vorschrift Pfliigers ausgefiihrt, jedoch auf Empfehlung Bangs unter 
Verwendung der Zentrifuge. Ob nicht die hierbei vorgeschriebene De- 
kantierung eine Fehlerquelle sein kann, ware immerhin in Erwagung zu 
ziehen. Einige Male, im Vergleich zu den recht zahlreichen Analysen 
allerdings selten, war oberhalb des Bodens, von ihm durch klare Fliissig- 
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keit getrennt, eine Wolke von Alkalialbuminat(?), die beim Dekantieren mit 
ausgegossen wurde, und es ware nicht ausgeschlossen, dafi damit geringe 
Mengen von Glykogen mit entfernt wurden. Diese Schichtung fand sich 
allerdings fast nur bei Proben, die wenig Glykogen enthielten. Es scheint 
so, als ob bei irgendwie erheblicherem Glykogengehalt das ausfallende 
Glykogen das Albuminat mit sich reift. 

Das invertierte Glykogen wurde anfangs mit Polarisation und mit 
einer 1906 von Bertrand*) angegebenen Methode, spiater nur mit letzterer, 
bestimmt. Beim Einiiben dieser Methode wurde ich in liebenswiirdigster 
Weise von Herrn Dr. Warburg unterstiitzt. In 20 ccm einer Liésung 
von 0,998 g nach Soxhlet gereinigter und mehrere Stunden bei 62° ge- 
trockneter Dextrose in 250 ccm wurden mit der Bertrandschen Methode 
81,4 und 82,9 mg Dextrose nachgewiesen. Nach der Wagung muften 
79,9 mg in 20 ccm sein, also ein prozentischer Fehler von 3,7. Hiermit 
stehen die folgenden Bertrandschen Doppelbestimmungen in Einklang, 
die bei der Glykogen- und Zuckerbestimmung gemacht wurden: 


6,591 0,2%o 6,612 
2,032 1,6 Jo 1,998 
1,347 3.7% 1,298 
0,632 44%]o 0,661 
0,367 - 0,367 
0,490 4,5%o 0,468 
2.837 5,7 Jo 2.678 
4.301 3 %o 4,172 
3.92 22,40 3,128. 


Ein durchschnittlicher prozentischer Fehler von 3,0, wenn man 
die letzte Bestimmung nicht beriicksichtigt, bei der ganz eigenartige Ver- 
haltnisse vorlagen (siehe Protokoll 6). Aus dem Zuckerwert wurde durch 
Multiplikation mit 0,927 (Pfliger*)) der Glykogenwert erhalten. Einige 
Glykogendoppelbestimmungen nach Pfliiger-Bang-Bertrand ergaben 
folgende Werte: 


5,3 9 %o 5,8 

4,263 9,8 °%/o 4,705 

0,531 29,5 °/o 0,394. 

Einige andere Doppelbestimmungen ergaben mit Polarisation 

0,83 _ 0,83 
0 — 0,17 
12,72 13,6 °/o 11,1 
5,09 20,6 °/o 6,26. 


Hiernach schien die Polarisation ohne nachtragliche Vergirung 
weniger geeignet zu sein. 

Stand fiir die Glykogenbestimmung eine durch Pfliigers Arbeiten 
so theraus sorgfaltig fundierte Methode zur Verfiigung, so bot die quan- 
litative Zuckerextraktion in methodischer Beziehung Schwierigkeiten. Nach 
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dem Vorgehen der meisten Autoren wurde der Leberbrei durch mehr- 
stiindiges Kochen wiederholt so lange extrahiert, bis die Einzelextrakte 
nicht mehr reduzierten. Dabei reduzierte der dritte Extrakt nur noch 
selten, trotzdem wurde zur Sicherheit stets viermal, zweimal fiinfmal 
extrahiert bei einer Gesamtkochdauer von 2—4 Stunden. Die Koagulation 
des Leberbreis bot kein Hindernis, da er sich leicht wieder zerteilen lief. 
Die vereinigten Extrakte bildeten eine gelbliche bis gelbgriinliche, je nach 
dem Glykogengehalt mehr oder weniger opalescierende, auf Lackmus sauer 
reagierende Flissigkeit. Der Gesamtextrakt wurde mit gleichem Volumen 
einer 5°/oigen HgCl,-Lésung versetzt, umgeriihrt und mindestens eine Stunde 
stehen gelassen, zuweilen bedeutend linger. Dann wurde ein beliebiger 
Teil der Fliissigkeit zur Fallung des HgCl, mit H,S entnommen. Die auf 
diese Weise nach der Schenckschen Methode erhaltene wasserklare 
Lésung wurde nach Verjagen des H,S auf ein kleineres Volumen ein- 
geengt, méglichst bei neutraler Reaktion. Eine alkalische Reaktion wurde 
abgesehen von Momenten wohl immer vermieden. Der Zucker wurde 
anfangs mit Polarisation und nach Bertrand, spater nur nach Bertrand 


bestimmt. Zuckerdoppelbestimmung nach Bertrand: 


0,367 26 %o 0,479 
2,223 3,1 °/o 2,156 
mit Polarisation: 
1,39 28,8 %/o 1,86 
0,05 — 0,05. 
Versuche. 


Angesichts der nicht unerheblichen Fehlerquellen bei jeder 
Phase des Versuchs waren nur durch mehrere gleichartige Ver- 
suche einigermafen brauchbare Ergebnisse zu gewinnen. Es 
wurde deshalb zunichst bei drei Normalhunden der Glykogen- 
abbau und die Zuckerbildung bestimmt. Die Ergebnisse der 


drei Normaltiere sind in der folgenden Tabelle angegeben. 








Glykogenabbau in 7 Stunden Zuckerbildung in 7 Stunden 
Hund — 

pro Kilogramm | . pro Kilogramm 
i £00.g Loner Kérpergewicht | '” s00'g Later Kérpergewicht 
I = _ in 8 Stund. 0,614 | in 8 Stund. 0,253 
>7 » 05387) > 7 » 0,221 
II 1,057 0,334 0,605 0,191 
Il 0,531 0,236 0,447 0,199 
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Dabei wurden die berechnungen fiir 100 g Leber gewihlt, 
da es auf die absoluten Werte des Glykogenabbaues und der 
Zuckerproduktion ankam und so der beste Vergleichswert garan- 
tiert erschien. 

Der Vergleich unserer Normalwerte mit Bangs pankreas- 
diabetischen Hunden ergibt einen erhéhten Glykogenabbau. Die 
Bangschen Hunde zersetzten in 4 Stunden 1,45, 1,0 und 0,69 g 
Glykogen, also mehr als unsere Normalhunde in 7 Stunden. 
Dabei ist zu bedenken, dafi die Leber der pankreasdiabetischen 
Hunde Bangs nur noch Spuren von Glykogen enthielt, und 
nach Erfahrungen an unseren Pankreashunden wahrscheinlich 
schon seit Tagen fast glykogenfrei war. Aus diesem Grunde 
mubte der Glykogenabbau an zugesetztem Glykogen bestimmt 
werden, wobei mit der Moglichkeit eines geringeren Abbaues 
wegen des nicht so innigen Kontaktes gerechnet werden mubte. 
Nimmt man hiernach einen erhdhten Glykogenabbau an, so ist 
immerhin fraglich, ob er der Pankreasexstirpation zur Last zu 
legen ist. Es wire mdglich, daf infolge der von Bang vor- 
genommenen Durchspiilung der Zuckergehalt der Leber sich 
verringert und dies fiir die Leberzellen ein Reiz ist, durch 
erhéhten Glykogenabbau den urspriinglichen Zuckergehalt wieder 
herzustellen. 

Einige weitere Versuche an pankreasdiabetischen Hunden 
erschienen hiernach nicht iiberfliissig. Sie wurden wie die 
Normalhunde drei Tage mit Vollmilch und Hundekuchen im Kiifig 
auf Ansatz ernahrt. Alsdann wurde die Exstirpation des Pan- 
kreas vorgenommen, die durchschnittlich 2!/2 Stunden dauerte. 
Da in Bangs Versuchen die Pankreasleber nach 3 Tagen fast gly- 
kogenfrei war, bei unserer Versuchsanordnung aber ein betracht- 
licher Glykogengehalt der Leber Voraussetzung sein mubte, 
so wurde die Leber des ersten pankreasdiabetischen Hundes 
‘0 Stunden 20 Minuten nach vollendeter Operation analysiert. 
100 g enthielten 0,069 g Glykogen, 20 Minuten spiter 0,051 g, 
7 Stunden spiiter 0,014 g. Der gleichzeitig bestimmte Zucker- 
gehalt von 100 g Leber war 0,647 g, nach 7 Stunden 5 Minuten 
0,423 g, hatte also um 0,224 g abgenommen. (Protokoll 4.) 
Nach dieser Erfahrung wurde die Leber eines anderen Hundes 
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16 Stunden nach vollendeter Pankreasexstirpation untersucht. 
100 g Leber enthielten 0,097 g Glykogen, 7 Stunden spiiter 
0,021 g, an Zucker 15 Stunden 55 Minuten nach der Operation 
0,457 g, 7 Stunden spiiter 0,284. Zuckerverlust 0,173 g. (Pro- 
tokoll 5.) Also in jeder Beziehung eine Bestiitigung des ersten 
Versuches. Abgesehen von der Glykogenarmut der Leber ist bei 
beiden Versuchen der geringe Zuckergehalt auffallig. Wahrend 
die Normalhunde einen Anfangszuckergehalt von 1,522, 1,41 und 
1,525 °/o hatten, zeigten die Pankreashunde entsprechende Werte 
von 0,647 und 0,457°/o. Eine Erklairung dieses Verhaltens ist 
vielleicht so mdglich, dafi nach weitgehendem Schwund des 
Glykogens die Zuckerbildung in der Leber so geringfiigig ist, 
dafi sie ihren eigenen Zuckergehalt quasi verliert und sich 
infolgedessen mehr oder weniger dem Blutzuckergehalte nihert. 
Nach diesen Ergebnissen wurde beim dritten Hunde die Leber 
3 Stunden 15 Minuten nach der Operation analysiert. Sie ent- 
hielt 0,463°/o Glykogen, 7 Stunden spiter kein Glykogen mehr, 
der Zuckergehalt war 3 Stunden 20 Minuten nach der Operation 
3,524°/0, 7 Stunden spater 3,016°/o0; Abnahme 0,508 g. (Proto- 
koll 6.) Die Zuckerwerte sind in diesem Falle aus den im 
Protokoll angegebenen Griinden nicht zuverlassig. 

War auch in diesem Versuche ein Messen des Glykogen- 
abbaues wieder unmdglich, so war doch der geringe Glykogen- 
gehalt so kurz nach der Exstirpation héchst bedeutsam. Bierry 
und Gatin-Gruzewska haben 1905 gezeigt, daB der Harn von 
-ankreashunden schon 1 Stunde und 35 Minuten, 2 Stunden und 
2 Stunden und 30 Minuten nach der Operation reduzieren kann 
(Pfliger). Der Organismus hatte also in dieser kurzen Zeit 
den normalen Blutzuckergehalt iiber das Maximum der Zucker- 
dichtigkeit zu erhdhen. Nach dem letzten Versuch lag die 
Annahme nahe, daf hierbei schon ganz betrachtliche Mengen 
Glykogen verschwinden. Wollte man also die Wirkung der 
Pankreasexstirpation auf die Lebertiitigkeit bei einem noch 
irgendwie erheblichen Glykogengehalt messen, so war die Leber 
mitten in der ersten Reaktion des Organismus zu untersuchen. 
Es wurde daher die Leber des niaichsten Hundes 1 Stunde und 
10 Minuten nach der Operation analysiert. Eine gleichzeitig 
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nach Zeglas Vorgehen unternommene Untersuchung miflang. 
100 g Leber enthielten 1 Stunde und 10 Minuten nach der 
Operation 10,637 g Glykogen, 7 Stunden und 20 Minuten spiéter 
4.237 g, also ein Abbau von 6,4 g gegeniiber den Normalwerten 
von 1,057 und 0,531 in 7 Stunden. Die Leber wurde nicht 
sewogen, ist aber mit 200 g sicher zu gering geschitzt. Damit 
ist immerhin der Glykogenabbau mindestens 1,08 g pro Kilo- 
cramm Koérpergewicht in 7 Stunden gegeniiber 0,334 und 0,236 
bei den Normalhunden. Darnach erscheint eine Veranderung 
der Lebertatigkeit unzweifelhaft. 

Wie ist aber der starkere Glykogenschwund zu erkliren ? 
Durch eine erhdhte Titigkeit der glykogenabbauenden Kraft ? 
Qder durch verminderte Glykogenassimilation? Wollte man 
den stirkeren Glykogenschwund einer mangelhaften Glykogen- 
bildung entsprechend der Naunynschen Dyszoamylie zur Last 
legen, so mute man annehmen, dai auch bei den Normal- 
hunden ebensoviel Glykogen abgebaut, aber bis auf einen ge- 
ringen Teil wieder in Glykogen zuriickverwandelt werde — 
ein héchst unzweckmabiges Verhalten, fiir das nicht eine ein- 
zige zwingende Tatsache vorliegt. Der stirkere Glykogen- 
schwund ist kaum anders zu erkliren, als durch eine erhéhte 
Tatigkeit der glykogenabbauenden Kraft der Leber. Ist aber 
der Organismus bestrebt, durch Glykogenabbau einen erhéhten 
Blutzuckergehalt zu erreichen, oder wie bei den Normalhunden 
vielleicht nur den Verbrauch zu decken, so wird man aller- 
dings zu solehen Zeiten keine Glykogenbildung vermuten. Da 
bei dem letzten Versuch die Leber durchgespiilt wurde wegen 
des Vergleichs mit Zeglas Resultaten, so wire es médglich, 
dali der erhdhte Glykogenabbau nicht eine Folge der Pankreas- 
exstirpation, sondern der Entblutung ist. Diese Méglichkeit 
ist schon durch den analog rapiden Schwund des Glykogens 
in Versuch VI sehr in Frage gestellt und wird noch unwahr- 
scheinlicher durch den n&chsten Versuch ohne Entblutung der 
Leber. Hierbei enthielten 100 g Leber 1 Stunde und 5 Minuten 
nach der Operation 4,484 g Glykogen, 7 Stunden spiiter 2,757 g, 
Abbau 1,726 g, also wurden 0,48 g Glykogen pro Kilogramm 
XOrpergewicht zersetzt. Dieser erhdhte Glykogenabbau ent- 
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spricht den Bangschen Werten und wird bestatigt durch die 
Zuckerwerte. 100 g Leber enthielten 1 Stunde und 15 Minuten 
nach der Operation 1,236 g Zucker, 7 Stunden spater 2,19 g, 
eine Zunahme von 0,954 g. Danach ist die Zuckerbildung 
0,268 g pro Kilogramm gegeniiber dem durchschnittlichen Nor- 
malwert von 0,204. 

Hiernach ist mit groBer Wahrscheinlichkeit an dem ersten 
Ansteigen des Blutzuckergehaltes nach der Pankreasexstirpa- 
tion eine vermehrte Zuckerbildung in der Leber, ein erhdhter 
Glykogenabbau beteiligt. Wenn man das Charakteristische der 
Pankreasglykosurie in ihrer Konstanz, Intensitaét und Dauer 
sieht, und selbst, trotz Pfliigers gegenteiliger Erfahrung, die 
Moglichkeit zugibt, daB die Operation an sich einen erhdhten 
Glykogenabbau bedingen konne, so wird man doch als die 
Hauptursache die spezifische Wirkung der Pankreasexstir- 
pation annehmen miissen. Nur fiir den ersten Anstieg wird 
man vielleicht die Narkose usw. mitverantwortlich machen 
kénnen, aber auch ohne Mitwirkung dieser Faktoren wiirde 
die Pankreashyperglykiimie zustande kommen, nur vielleicht 
nicht so schnell und nicht in dieser Intensitat. 


Herrn Privatdozent Dr. Fischler bin ich fiir die Aus- 
fiihrung si&mtlicher Pankreasexstirpationen zu grofem Danke 
verpflichtet. Desgleichen Herrn Med.-Prakt. Dr. Schréder 
fiir seine liebenswiirdige Assistenz. 


Hund I. 


22. Il. 11370 g Gewicht (taglich 2 1 Vollmilch und im ganzen 770 ¢g 
Hundekuchen). 
28. Il. 11600 g Gewicht (Zunahme 230 g). Leber 470 g = 4,1°/o des 
Korpergewichts. 
105° morgens enthalten 100 g Leber (25’ nach der Herausnahme) 
Dextrose: 1,522 g (Bertrand), 1,393 g (Polarisation) 
6° p,m. » 2,136 » > 2,32 >» > 
10°° a.m. Glykogen: miflungen. 
65° p.m. > 2,781 g (Bertrand), 2,75 g (Polarisation) 
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III. 
III. 


Hund ILI. 


Koérpergewicht 21200 g. Taglich 21 Vollmilch, 1620 g Hundekuchen, 
> 22200 g. Zunahme 1000 g. Leber 670 g == 3,2°/o 
des Kérpergewichts. 
11'° a.m. enthalten 100 g der Leber (30’ nach der Herausnahme) 
Glykogen: 6,591, 6,612 g (Bertrand), 7,14 g (Polaris.) 
6" p.m. , A. 5,289 » » 5,09 » > 
. B.Co 5,8 » > 6,26 » > 
11°° a.m. Dextrose: 1,41 g (Bertrand). 
6°° p. m. > 2,032, 1,998 g (Bertrand). 


Hund III. 


Korpergewicht 9020 g. Taglich 21 Vollmilch, 1050 g Hundekuchen. 
> 9600 g. Zunahme 580 g. Leber 400 g = 4,2°/o des 
Kérpergewichts. 

11° a.m. enthalten 100 g Leber (30’ nach der Herausnahme) 

Dextrose: 1,347, 1,298 g (Bertrand), 1,65 g (Polaris.) 

6°> p.m. > 1,77 g (Bertrand), 1,68 g (Polarisation) 
11°° a.m. Glykogen: 6,049 » > 5,89 » 
6% p.m. > 5,518 » > 5,72 » 


Hund IV. 


Kérpergewicht 12500 g. Taglich 21 Vollmilch, 1050 g Hundekuchen. 
> 13250 g. Zunahme 750g. Chloroform-Athernarkose. 
4—6°*° p.m. Pankreasexstirpation. 

Leber 350 g, stark verfettet, 2,6°/o des Korpergewichts. In der 
Blase 100 ccm Urin mit 3,3 °/o D. (polarimetrisch). Fehling +, 
Nylander -+, Gerhardt —, Legal —. 

104° a.m. enthalten 100 g Leber (35’ nach der Herausnahme) 

Dextrose: 0,632, 0,661 g (Bertrand). 
55° p.m. A. 0,367, 0,367 » > 
B. 0,490 g Co, 0,468 g- > 
10°° a.m. Glykogen: 0,069 g (Bertrand). 
7" 2 > 0,051 » » 
5° p.m. 0,014 » > 


Hund V. 


Koérpergewicht 7600 g. Taglich 2 1 Vollmilch, 525 g Hundekuchen. 
> 7700 g. Zunahme 100 g. 
4—5*” p.m. Pankreasexstirpation. Narkose anfangs mit Chloro- 
form, dann mit Ather. 
Leber 200 g, mafig verfettet, 2,6°/o des Kérpergewichts. Blasen- 
urin: Fehling und Nylander -++. 100 g Leber enthalten 
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9°° a.m. (30° p. Herausnahme) Glykogen: 0,097 g (Bertrand) 


43° pn. m. > 0,021 » : 

975 a.m. (25’ p. Herausnahme) Dextrose: 0,457 » > 

4*> p.m. , 0,284 » - 
Hund VI. 


3. IV. Kérpergewicht 12770 g. Taglich 21 Vollmilch, 600 g Hundekuchen. 
6. IV. Gewicht 12760 g. Keine Zunahme. 
30649 p.m. Exstirpation. Chloroform-Athernarkose. 
6. IV. 9*© p.m. Herausnahme der Leber. 350 g = 2,7°/0 des Korper- 
gewichts. In der Blase ca. 1,0 ccm mit Fehling reduzierenden 
Urins (ante operat. keine Reduktion), 100 g Leber enthalten 
10° p. m. (45/ p. Herausnahme) Dextrose : 3,92, 3,128 g (Bertrand). 
7. IV. 5°° a.m. Dextrose: 3,016 g (Bertrand), 
6. IV. 955 p.m. Glykogen: A. 0,531 g, B. Co 0,394 g (Bertrand). 
7. IV. 45% a.m. » nach 3 Tropfen MnO,K schon ibertitriert. 

Simtliche fertigen Zuckerextrakte geben mit Phenolphthalein und 
NaOH dunkelgriine, wolkige Gebilde. Die mit 5°%oiger HgCl, versetzten 
Extrakte geben vor der Behandlung mit H,S die gewohnte Rotfarbung. 

Hg(Cl,-Lésung gibt nach H,S-Behandlung mit NaOH Rotfarbung. Dabei 
ist nicht auf sorgfaltige Fallung des HgCl, gesehen und ebenfalls nicht 
auf Entfernung des H,S. Die eigentiimliche griinliche Wolkenbildung trat 
stets vor dem Erwarmen ein. 

Auberdem zeigten simtliche Zuckerextrakte bei der Bertrandschen 
Zuckerbestimmung ein sonst nicht beobachtetes Verhalten. 

Nach Zusatz der Bertrandlésung II tritt nicht wie gewdhnlich 
eine klare dunkelblaue Farbung ein, sondern eine undurchsichtige, gelb- 
griinliche Verfirbung. Auch der Cu,O-Niederschlag ist nach 3 Minuten 
Kochen noch iiberdeckt von einem ockergelben Niederschlag. Auf dem 
Asbestfilter wird scheinbar nur der hellrote Cu,O-Niederschlag zuriick- 


halten. 
HgCl, gibt mit KOH einen gelben Niederschlag 


» >» » NaOH »  roten > 
Bertrand II ist NaOH + Seignettesalz. 
Hund VII. 
12. IV. Kérpergewicht 11300 g. Taglich 21 Vollmilch, 1050 g Hundekuchen. 
15. IV. , 12450 g. Zunahme 1150 g. 


11—1h p. m. Exstirpation. Morphium. Chloroform-Ather. 
145 p.m. Herausnahme der Leber, mit 0,8°/oiger NaCl durchspiilt 
von der vena portae aus. 100 g Leber enthalten 
219 p.m. Glykogen: 10,637 g (Bertrand). 
9°° p. m. » 4,301, 4,172 g (Bertrand). 
Der Zeglasche Versuch miflang. Neben Eiweifs lie& sich noch 
Amylum chemisch und mikroskopisch im Bodensatz nachweisen. 
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Hund VIII. 
Koérpergewicht 36000 g. Taglich 31 Vollmilch, 2100 g Hundekuchen. 
> 39000 g. Zunahme 3000 g. 


2'5_5h p.m. Exstirpation. Morphium. Chloroform-Ather. 
Unterbindung der art. und vena pancreaticoduodenalis sup. 
Dabei enormer Blutverlust. 

5°° p.m. Herausnahme der Leber. Leber 1000 g = 2,6°%o des 
Kérpergewichts. 100 g Leber enthalten 

6°> p.m. Glykogen: A. 4,263 g, B. Co 4,705 g (Bertrand). 


1° a.m. » 2,837, 2,678 g (Bertrand). 

6'® p.m. Dextrose: 1,236 g (Bertrand). 

1'® a. m. > A, 2,223 g, B. Co 2,156 g (Bertrand). 
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Zur Kenntnis des Blutfarbstoffs. 
X. vorliufige Mitteilung. 
Von 


L. Marchlewski. 


(Der Redaktion zugegangen am 26. Juli 1909.) 


In meiner letzten Mitteilung tiber diesen Gegenstand hoffe 
ich nachgewiesen zu haben, daf dem Hamopyrrol die empirische 
Formel C,H,,N und nicht C,H,,N beizulegen ist. Ich bin jetzt 
in der Lage, auf Grund von Untersuchungen, die ich mit den 
Herren Lejko und Robel ausgefiihrt habe, und welche nach 
den Ferien ausfiihrlich beschrieben werden sollen, den obigen 
Schluf weiterhin zu bestétigen. 

Bereits in den ersten Mitteilungen tiber die Azoderivate 
des Hiimopyrrols habe ich mit Goldman und Hetper nach- 
gewiesen, daf} neben einem bei 233° schmelzenden Chlorhydrat 
von der Zusammensetzung C,H,,N(C,H, -N,),- HCl noch ein 
anderes, wunderbar krystallisierendes Produkt entsteht, welches 
bei 268° schmilzt und sich total verschieden wie die bisher 
bekannten Azoabkéjmmlinge von Pyrrolen verhalt. Damals 
wurde dieser Kérper jedoch in zu geringen Mengen erhalten, 
um eine genauere Untersuchung desselben durchzufiihren. Mit 
Retinger gelang es, etwas mehr von dem interessanten Produkt 
zu erhalten, aber erst im verflossenen Schuljahr gelang es muir, 
mit Herrn Leyko die Bedingungen kennen zu lernen, bei 
welchen es in einigermafen hinreichenden Mengen erhalten 
werden kann. Dieser Umstand ermdglichte eine genaue Durch- 
analysierung des Produktes zu erreichen. Auf Grund der er- 
haltenen Analysenwerte kann dem Korper nur die folgende 
Formel zugeschrieben werden: 

(C,H, - N, — C,H,,N — C,H,,N — N,C,H,)HCI. 

Der Koérper ist also als das Resultat der Verkuppelung 
zweier Molekiile des Haimopyrrol-monoazobenzols aufzufassen. 
Das urspriingliche Produkt liegt als Chlorhydrat vor, welches 
aus Chloroform unter Zusatz von Alkohol in prachtigen rubin- 
roten Krystallen des rhombischen Systems erhalten werden 
kann. Wird zu der alkoholischen Lésung Natriumacetat zu- 
gesetzt, so andert sich die blaue Farbe, indem eine mehr rot- 
stichige violette zum Vorschein kommt. Diese Farbenanderung 
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beruht offenbar auf der Umwandlung des Chlorhydrats in den 
freien Farbstoff. Letzterer ist sehr unbestiindig und kann unter 
gewissen Bedingungen in einen gelben, ebenfalls in Rhomben 
krystallisierenden Korper umgewandelt werden. 

Besonders charakteristisch ist das spektroskopische Ver- 
halten dieses Farbstoffs. Untersucht wurde aufer dem sicht- 
baren Spektrum auch das Ultraviolett. Die erhaltenen Resultate 
weichen durchaus ab von denen, welche fiir das oben erwiahnte, 
bei 233° schmelzende Produkt erhalten wurden. Sie sind aber 
auch ganz verschieden von denen, welche bei der Untersuchung 
einfacher Pyrrolazoabkommlinge erhalten wurden. Wir haben 
also hier mit einem durchaus neuen Typus von Pyrrolazo- 
abkémmlingen zu tun, und bemiihte ich mich daher, ein analoges 
Produkt aus einem bekannten Pyrrolhomolog zu erhalten. Dies 
gelang mir in der Tat in Gemeinschaft mit Herrn Robel, der 
mit sehr anerkennenswerter Energie an das Problem schritt. 
Als Untersuchungsobjekt diente das a-8,-Dimethylpyrrol, dessen 
Azoderivate bereits von Plancher untersucht wurden. Indem 
das Dimethylpyrrol in atherischer Losung mit benzoldiazonium- 
chlorid kombiniert wurde, gelang es, auBer dem Chlorhydrat 
des bereits bekannten Benzol-azo-Dimethylpyrrols ein Produkt 
zu gewinnen, dessen Chlorhydrat dem Hémopvyrrolderivat 
C,.H,.N,HCI durchaus nicht nur déuBerlich, sondern auch spektral- 
analytisch gleicht. Es besitzt auch eine ganz analoge Zusammen- 
setzung, d. h. es ist als Chlorhydrat eines Produktes aufzufassen, 
welches durch Vereinigung zweier Molekiile des Benzol-monoazo- 
Dimethylpyrrols entstanden ist: 

(C,H, -N, — C,H,N — NH,C, — N, - C,H,)HCI. 

Durch die Aufklarung der Zusammensetzung und der 
Natur des Himopyrrolazoabkémmlings vom Schmelzpunkt 268° 
wird meine bereits friiher ausgesprochene Ansicht bestatigt, 
da die Bildung desselben fiir die Uneinheitlichkeit des Himo- 
pyrrols nicht sprechen kann. Es bleibt jetzt noch zu ermitteln, 
ob eine Uneinheitlichkeit durch die beiden andern einmal von 
mir und Retinger erhaltenen Produkte bewiesen wird. Um 
endlich mehr Licht auf die Konstitution des Produktes vom 
Schmelzpunkt 233° zu werfen, habe ich Herrn Sroczynski 
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veranlafit, eine Reihe von Pyrrol-monoazo- und Pyrrol-disazo- 
Derivaten darzustellen und dieselben mit dem genannten Pro- 
dukte zu vergleichen. Es haben sich hierbei manche bedeutende 
Unterschiede aufweisen lassen. Zuniachst wurde die Angabe 
von Fischer und Hepp bestatigt, daf Pyrrol-disazo-Abkémm- 
linge von konzentrierter Schwefelsaiure mit blauer Farbe geldést 
werden; AbkOmmlinge von Kumidin und Xylidin lésen sich 
mit einem blaustichigen Violett. Dahingegen lést sich das 
Hamopyrrolderivat mit rotvioletter Farbe. Weiterhin wurden 
weitgehende Differenzen im spektroskopischen Verhalten be- 
obachtet. Wéihrend das Hamopyrrolderivat, als freie Base, 
zwei Binder in Griin zeigt, erzeugen die Pyrrol-disazo-Derivate 
durchweg nur ein Band, welches sehr schlecht begrenzt ist. 
Nur in einzelnen Fallen konnte ein Dunkelheitsminimum inner- 
halb des Bandes auf photographischem Wege bemerkt werden. 
Ich will nicht behaupten, dai diese Versuche zwischen 
den von mir diskutierten Formeln: 
CH, —C —C — C,H, CH, —C—C — C,H, 
cH. = (ow, oH, bezw. C,H,N,—C GCG—CH, 


as 
N — N, - C,H, N—N,- C,H, 
CH, —- C —C — C,H, 
und C,H,-N,—C C—N,- C,H; 

‘sr 

NH 
vollauf entscheiden kénnen. Es miissen noch Disazoabkémm- 
linge von hdéheren Homologen des Pyrrols untersucht werden, 
welche zurzeit unbekannt sind. Es hat aber doch den Anschein, 
als wenn das Himopyrrolderivat vom Schmelzpunkt 233° kein 
echtes Disazoderivat ware, und dafi demnach Hémopyrrol als ein 
Dimethyl-athyl-Pyrrol aufzufassen wire, eine Ansicht, die mit dem 
Kiisterschen Oxydationsversuch am besten im Einklang stiinde. 
Das Hauptresultat dieser Untersuchungen ist jedoch die 
Bestitigung meiner Behauptungen beziiglich der Zusammen- 
setzung des Hiimopyrrols. Die Erkenntnis, Hémopyrrol ist 

C.H,,N und nicht C,H,,N, unterliegt keinem Zweifel. 


Krakau, im Juli 1909. 

















Untersuchungen iiber die in den Pflanzensamen enthaltenen 
Kohlenhydrate. 
Von 
E. Schulze und Ch. Godet. 


(Aus dem agrikultur-chemischen Laboratorium des Polytechnikums in Ziirich.) 


(Der Redaktion zugegangen am 26. Juli 1909.) 


Es ist allgemein bekannt, daB fettes Ol die in den Pflanzen- 
samen am hiiufigsten als Reservematerial fungierende stickstoff- 
freie Substanz ist., dali daneben aber auch Kohlenhydrate dem 
gleichen Zwecke dienen. Von Stoffen der letzteren Art nennen 
wir hier auber Staérkemehl, das sich bekanntlich in vielen Samen 
in sehr grofer Quantitat vorfindet, Rohrzucker und andere wasser- 
ldsliche Kohlenhydrate, sowie die in den Zellwandungen der 
Kotvyledonen und des Endosperms neben Cellulose abgelagerten, 
in stark verdiinnten heifien Mineralséuren léslichen Substanzen, 
die man heutzutage in der Regel als Hemicellulosen bezeichnet. 
Solche Hemicellulosen finden sich aber auch in Teilen des 
Samens vor, die nicht als Reservestoffbehalter dienen, némlich 
in den Samenschalen. Da diesen Stoffen noch die gegen ver- 
diinnte Mineralsiiuren weit widerstandsfahigeren Zellwandbe- 
standteile, die wir als Cellulosen bezeichnen, sich anschliefen, 
so ergibt sich, daf die in den Pflanzensamen enthaltenen Kohlen- 
hydrate recht mannigfaltiger Art sind. 

Liegen nun auch iiber diese Kohlenhydrate schon zahl- 
reiche Untersuchungen vor, so darf doch behauptet werden, 
da unsere Kenntnisse auf diesem Gebiete noch manche Licken 
aufweisen, deren Ausfiillung wiinschenswert ist. So wissen wir 
z. B. nicht viel von den wasserldslichen Kohlenhydraten, die 
neben Rohrzucker in den Samen sich finden. Man hat aus 
den Baumwollsamen und aus dem Embryo des Weizenkorns 
Melitose (Raffinose), aus den Lupinensamen Lupeose isoliert, 
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auch fand man in Cerealiensamen unkrystallinische, wasser- 
lisliche Substanzen, die bei der Hydrolyse Traubenzucker und 
Fruktose liefern und mit den Namen Amylan, Lavulin, Sini- 
strin und Lavosin belegt worden sind.!) Bedenkt man aber, 
da8 Stoffe jener Art in den Samen in sehr grofer, vielleicht 
in allgemeiner Verbreitung vorkommen, so muf man zuge- 
stehen, daf unsere beziiglichen Kenntnisse noch ganz unzu- 
reichend sind. Die Ursache dafiir liegt zum grofen Teil in 
den Schwierigkeiten, die der Reindarstellung jener Stoffe ent- 
gegenstehen. In der Regel finden sich die letzteren in den 
Samen neben Rohrzucker vor; ihre Trennung von dieser Zucker- 
art labt sich im allgemeinen nur auf ihre geringere Ldslichkeit 
in Alkohol griinden. Es ist schwierig, auf diesem Wege Pri- 
parate zu erhalten, die ganz frei von Rohrzucker sind — ins- 
besondere dann, wenn die betreffenden Substanzen, wie es 
meistens der Fall ist, nicht zum Krystallisieren zu bringen 
sind. Dazu kommt noch, daB bei den unkrystallinischen Pri- 
paraten die Frage, ob einheitliche Substanzen vorliegen oder 
nicht, nur selten zu entscheiden ist. Diese Umstinde bedingen 
es, dafs Versuche zur Reindarstellung jener Kohlenhydrate 
eine nicht nur miihsame, sondern meistens auch undankbare 
Arbeit sind. 

Es ist nun aber darauf aufmerksam zu machen, daf man, 
auch ohne diese Kohlenhydrate zu isolieren, aus ihren Um- 
wandlungsprodukten Riickschliisse auf ihre Beschaffenheit zu 
machen imstande ist. Enthiélt ein wasseriger oder weingeistiger 
Samenextrakt ein Kohlenhydrat, bei dessen Inversion Galaktose 
entsteht, so wird er Schleimsdure liefern, wenn man ihn 
eindunstet und den Verdampfungsriickstand in geeigneter Weise 
mit Salpetersiure erhitzt. Das Vorhandensein eines Mannans 
im Extrakte laiBt sich nachweisen, indem man den letzteren 
mit verdiinnter Schwefelsiure erhitzt und die dabei entstan- 
dene Mannose durch essigsaures Phenylhydrazin in der Kalte 
als Hydrazon ausfillt. Selbstverstandlich ist es zweckmabig, 
die Extrakte, ehe man sie in solcher Weise behandelt, von 





‘) In betreff dieser Stoffe verweise ich auf die in F. Czapeks 
Biochemie der Pflanzen, Bd. II, sich findenden Angaben. 
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Nebenbestandteilen soweit als méglich zu befreien; es empfiehlt 
sich, sie zur Erreichung dieses Ziels mit Bleiacetat zu ver- 
setzen. Enthalt ein Extrakt ein Pentosan, so mul er bei der 
Destillation mit Salzsiure Furfurol liefern; aus der Quantitit, 
in der dieses Umwandlungsprodukt erhalten wird, laBt sich 
berechnen, wie viel Pentosan vorhanden war. Selbstverstaénd- 
lich kann man auch die Inversionsprodukte der in den Extrakten 
enthaltenen Kohlenhydrate auf Traubenzucker und auf Fruktose 
untersuchen; doch liegt auf der Hand, dafi diese Untersuchung 
unnotig ist, falls es sich um Extrakte handelt, welche Rohr- 
zucker enthalten. 

Wir haben dieses Verfahren, mit dessen Hilfe sich fest- 
stellen laBt, welche Glukosen an der Konstitution der in den 
Extrakten enthaltenen Kohlenhydrate beteiligt sind, auf eine 
betriichtliche Anzahl von Samen angewendet. Gleichzeitig 
wurden letztere auf Rohrzucker untersucht, dessen Isolierung 
und Nachweis mit Hilfe der in unserem Laboratorium ausge- 
arbeiteten Methoden meistens leicht gelingt. Aus einigen Ob- 
jekten haben wir auch die bei der Hydrolyse Galaktose liefernden 
Kohlenhydrate, welche in den Extrakten sich vorfanden, zu 
isolieren gesucht; doch konnten wir dabei wegen der oben 
schon erwéhnten Schwierigkeiten nicht zu ganz befriedigenden 
Resultaten gelangen. 

Wir stellten uns ferner die Aufgabe, unsere Kenntnisse 
iiber die in den Samen enthaltenen Hemicellulosen zu erweitern. 
Stoffe solcher Art treten bekanntlich in den Zellwandungen 
der Kotyledonen oder des Endosperms fettarmer, staérkemehl- 
freier Samen oft in bedeutender Quantitét auf. Einige Beob- 
achtungen zeigten uns aber, da auch die Kerne sehr fettreicher 
Samen, trotzdem daf sie in Form von Fett eine sehr groBe 
Menge von stickstofffreiem Reservematerial einschlieBen, auch 
noch Hemicellulosen enthalten, allerdings nur in geringer Quan- 
titat. Wir hielten es fiir wiinschenswert, bei einigen Samen 
solcher Art diese Hemicellulosen niher zu untersuchen. Bei 
den gleichen Samen untersuchten wir, um einen Uberblick iiber 
die stickstofffreien Reservestoffe der Kerne zu erhalten, auch 
die darin sich vorfindenden wasserléslichen Kohlenhydrate. 
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Der zweite Teil unserer Arbeit hatte die in den Samenschalen 
enthaltenen Kohlenhydrate zum Gegenstande. Der schlechthin 
als die Schale bezeichnete Teil des Samens besteht bekannt- 
lich entweder aus der Samenschale oder aus der Fruchtschale ; 
die Entscheidung dariiber kann in manchen Fallen nur durch 
das Studium der Entwicklung des Samens gegeben werden. 
Es schien angezeigt, neben Samenschalen auch einige Frucht- 
schalen zu untersuchen, wobei noch darauf hinzuweisen ist, 
dali bei den Cerealienkérnern die Samenschale und die Frucht- 
schale miteinander verwachsen sind und demnach nicht getrennt 
untersucht werden konnten. In unserem Laboratorium ist friiher 
schon eine Anzahl von Samen- und Fruchtschalenarten nicht 
nur auf Hemicellulosen untersucht worden, sondern es wurde 
auch bei einigen dieser Objekte festgestellt, welche Glukosen 
bei Hydrolyse der neben den Hemicellulosen sich vorfindenden 
Cellulosen entstanden. Wir betrachteten es jetzt als unsere 
Aufgabe, diese Untersuchungen nicht nur durch Heranziehung 
neuer Objekte, sondern auch durch neue Versuche, z. B. durch 
Ausfiihrung von Pentosanbestimmungen, zu ergaénzen und zu 
erweitern. 

Wie aus den im vorigen gemachten Angaben hervorgeht, 
schlieBen sich die Untersuchungen, deren Resultate wir im 
folgenden mitteilen, in mehrfacher Beziehung an Arbeiten an, 
die in unserm Laboratorium friiher zur Ausfiihrung gelangt 
sind. Dies wird auch aus den nachfolgenden Darlegungen er- 
sichtlich werden; denn wir werden an verschiedenen Stellen 
nach Mitteilung der jetzt erhaltenen Versuchsergebnisse die- 
jenigen, zu denen die friiheren Arbeiten fiihrten, kurz repro- 
duzieren. 

Wir hielten es fiir ein erstrebenswertes Ziel, bei einer 
groBeren Anzahl von Samen die in den Kernen und in den 
Schalen enthaltenen Kohlenhydrate so vollstandig zu unter- 
suchen, daf sich ein Uberblick iiber dieselben gewinnen lied. 
Fs liegen von friiher her schon zahlreiche Einzelangaben tber 
die in den Samen sich findenden Kohlenhydrate vor; aber es 
fehlt unseres Wissens fast ganz an Untersuchungen, aus deren 
Resultaten sich ersehen la®t, welche Kohlenhydrate in den 























ba 
BS ' 





Uber die in den Pflanzensamen enthaltenen Kohlenhydrate. 283 
gleichen Samen nebeneinander enthalten sind und in welchen 
Quantititen dieselben auftreten; dariiber Kenntnisse zu besitzen, 
liegt aber ohne Zweifel im Interesse der Pflanzenphysiologie. 

Wir verwendeten ftir unsere Untersuchungen nur Samen 
yon Kulturgewiichsen. Welche Griinde uns dazu bestimmten, 
ist leicht ersichtlich. Die Samen solcher Gewiichse sind ohne 
Schwierigkeit in groberer Quantitiét zu beschaffen; auch sind 
die bei ihrer Untersuchung erhaltenen Resultate nicht nur fiir 
die Pflanzenphysiologie, sondern auch fiir die Ernihrungslehre 
yon Interesse. Allerdings gehdren zu den von uns untersuchten 
Samenarten auch solche, die nicht als Nahrungsmittel fiir 
Menschen oder fiir Tiere verwendet werden. 

Wir haben hier noch zu erwiihnen, dafi bei einigen Ver- 
suchen Herr G. Trier uns Hilfe leistete, wofiir wir ihm unsern 
Dank aussprechen. 

Mitteilungen tuber einen Teil der Resultate, die wir in 
unseren Versuchen erhielten, sind in der Inauguraldissertation 
von Ch. Godet (Ziirich 1909) zu finden. 


I. Die in den Kernen der Samen enthaltenen Kohlenhydrate. 


Die fiir unsere Untersuchungen verwendeten Samenarten 
konnten zum Teil trocken entschalt werden, zum Teil mubte 
man sie, um das Entschiélen bequem vornehmen zu k6onnen, 
in Wasser aufquellen lassen;') wir lieben sie dann, um das 
Kintreten anderweitiger Verénderungen moglichst zu verhiiten, 
nur solange in Wasser liegen, als durchaus noétig war. Fett- 
reiche Kerne wurden, ehe wir sie auf wasserlisliche Kohlen- 
hydrate usw. untersuchten, zuvor mit Hilfe von Ather entfettet ; 
diese Operation mufte auch vorgenommen werden, um die 
Kerne fein zerreiben zu kénnen. 





*) In manchen Fillen finden sich unter den harten Samenschalen 
als Umhiillung der Kerne noch feine Haute vor; auch diese wurden vor 
Untersuchung der Kerne entfernt. Zuweilen gehdren diese feinen Haute 
nicht zur Samenschale; so sind z. B. die Kerne der Samen von Pinus 
Cembra von feinen braunen Hauten umhiillt, die von den Botanikern fiir 
die Reste des Nucleargewebes oder Knospenkerns erklirt werden. 
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Da bei Samenkérnern von geringer GréBe das Entschilen 
groBe Miihe verursacht, so haben wir in einer Anzahl von 
Fallen fiir die Untersuchung auf wasserlésliche Kohlenhydrate 
unentschiilte Samen verwendet. Das Vorhandensein der Schalen 
war hier nicht von Nachteil. Denn alle bis jetzt von uns 
untersuchten Samenschalen enthielten wasserldsliche Kohlen- 
hydrate nur in duferst geringer Quantitaét; findet man also in 
einer Samenart wasserlésliche Kohlenhydrate in betrichtlicher 
Menge vor, so darf man annehmen, daf dieselben, wenn nicht 
ganz ausschlieBlich, so doch zum allergroBten Teile den Kernen 
angehoren. 

Da bei Untersuchung der von uns als Versuchsobjekte 
benutzten Samen vielfach Wasserextrakte verwendet wurden, 
so wollen wir gleich hier tiber die Darstellung dieser Extrakte 
einige Worte sagen. Falls der Samen kein Stiérkemehl enthielt, 
so behandelten wir ihn, nachdem er fein zerrieben, in der 
Regel auch entfettet worden war, mit Wasser von ca. 90° C. 
(das Erwirmen wurde im Wasserbade vorgenommen). Doch 
lieBen wir das Wasser nur kurze Zeit, hdchstens eine halbe 
Stunde, bei dieser Temperatur aut das Versuchsobjekt einwirken ; 
nach dem Abfiltrieren wurde dann mit kaltem Wasser nach- 
gewaschen. Stirkemehlhaltige Objekte extrahierten wir, um die 
Bildung von Kleister zu verhiiten, nur bei einer wenig tber 
50° C. liegenden Temperatur mit Wasser. 

Die nachfolgenden Mitteilungen tiber die Ergebnisse unserer 
Untersuchungen teilen wir in Abschnitte, deren Uberschriften 
aus den Namen der darin besprochenen Stoffe und Stoffgruppen 
bestehen. 

A. Monosaccharide. 

Man nimmt an, dafi die ungekeimten Samen Monosaccha- 
ride (Penta- und Hexaglukosen) nicht enthalten. Dieser An- 
nahme entspricht das Ergebnis unserer Versuche, fiir welche 
wir die Samen von 

Arve, Pinus Cembra L., 

Gelbe Lupine, Lupinus luteus L., 
Blaue Lupine, Lupinus angustifolius L., 
Sojabohne, Soja hispida Monch, 
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Kiirbis, Cucurbita Pepo L., 
Hasel, Corylus avellana L., 
Mandel, Amygdalis communis L., 
Wallnub, Juglans regia L., 
Rotbuche, Fagus silvatica L., 
Ricinus, Ricinus communis L., 
Kohlriibe, Brassica Napus L., 
Weiber Senf, Sinapis alba L. 
als Objekte verwendeten. Diese Versuche wurden in der Weise 
ausgefiihrt, daB wir die zerkleinerten Samen mit warmem Wasser 
extrahierten und die Extrakte, nachdem sie von den durch Blei- 
essig fallbaren Substanzen befreit worden waren, in geeigneter 
Weise mit Fehlingscher Losung erhitzten; wir erhielten dabei 
in keinem Falle eine Ausscheidung von Kupferoxydul. Daraus 
ergibt sich, dai nicht nur Monosaccharide, sondern auch 
Maltose, deren Vorkommen in ungekeimten Samen hin und 
wieder behauptet worden ist, in unseren Untersuchungsobjekten 
fehlten. 
b. Rohrzucker. 

Die grofie Verbreitung des Rohrzuckers in den Pflanzen- 
samen ist durch die in unserem Laboratorium friiher ausge- 
fiihrten Untersuchungen?!) schon bewiesen worden; es handelte 
sich daher jetzt nur darum, noch einige der fiir unsere Ver- 
suche verwendeten Samenarten auf Rohrzucker zu untersuchen. 
Zur Isolierung dieser Zuckerart ist bei den in unserem Labo- 
ratorium ausgefiihrten Arbeiten friiher vorzugsweise das von 
KE. Schulze und Th. von Seliwanoff?) angegebene Verfahren 
benutzt worden; spiiter diente fiir den gleichen Zweck die vor 
einigen Jahren von E. Schulze) beschriebene einfachere 

1) Diese Zeitschrift, Bd. XX, S. 511, und Bd. XXVII, S. 267. 

*) Landwirtsch. Versuchsstationen, Bd. XXXIV, 5. 403. Wie man 
bei Darstellung des Rohrzuckers aus den Strontianniederschlagen am besten 
verfahrt, ist in den in der vorhergehenden Anmerkung zitierten Abhand- 
lung angegeben worden. 

*) Diese Zeitschrift, Bd. LI], S. 404. Es sei hier noch erwahnt, 
daf{ man bei Anwendung dieses Verfahrens stets nur einen Teil des im 
Untersuchungsobjekt enthaltenen Rohrzuckers gewinnt; im Riickstande 
findet sich stets noch Rohrzucker vor. 
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Methode. Mit Hilfe dieses Verfahrens haben wir jetzt noch Rohr- 
zucker aus den entschilten Samen von Castanea sativa, Aes- 
culus hyppocastanum, Fagus sylvatica, Ricinus communis, Juglans 
regia und Amygdalus communis dargestellt,!) wobei wir noch 
darauf hinweisen, dafi in einigen dieser Samenarten der Rohr- 
zucker friiher schon nachgewiesen worden war. 

Zur Identifizierung des durch Umkrystallisieren aus ver- 
diinntem Weingeist gereinigten Rohrzuckers dienten jetzt, wie 
friiher,?) auBer seinen Reaktionen (Verhalten gegen Resorcin und 
Salzsiure, gegen Fehlingsche Losung und gegen Invertase) sein 
spezilisches Drehungsvermégen. Zur Bestimmung des letzteren 
diente ein Soleil-Ventzkescher Polarisationsapparat.?) Wir 
erhielten dabei folgende Resultate: 

Priparat aus Castanea sativa. 

Eine wiisserige L6sung, die in 10 cem 1,0 g Substanz ent- 
hielt, drehte bei 20° C. im 200 mm-Rohr 38,7° nach rechts; 
demnach ist [a]? = -+- 66,6°. 


Praiparat aus Aesculus hyppocastanum. 

Kine wiisserige Lésung, die in 10 ccm 0,40 g Substanz ent- 
hielt, drehte bei 20°C. im 200 mm-Rohr 15,5° nach rechts; 
demnach ist [a]? = + 66,6°. 

Praparat aus Fagus silvabica. 


Kine wiisserige L6sung, die in 10 ccm 0,80 g Substanz ent- 
hielt, drehte bei 21° C. im 200 mm-Rohr 31,1° nach rechts; 
demnach ist [a]? — ++ 66,9°. 


') Auch bei Anwendung auf diese Objekte bewiihrte sich das von 
E. Schulze beschriebene Abscheidungsverfahren. Nicht ganz leicht war 
es, aus den Samen von Aesculus hyppocastanum Rohrzucker zu isolieren, 
da neben demselben eine in heifem 95°/oigen Alkohol lésliche Substanz 
anderer Art in bedeutender Quantitiét vorhanden war. Durch Zusatz von 
absolutem Alkohol zu den weingeistigen Extrakten konnte jedoch diese 
Substanz nach und nach entfernt werden; aus den auf diesem Wege ge- 
reinigten Lésungen konnte schlieflich Rohrzucker in Krystallen gewonnen 
werden. 

*) Wir verweisen auf die oben zitierten Abhandlungen. 

3) Die Grade dieses Apparates sind mit 0,344 zu multiplizieren, um 
sie in Grade der Kreisteilung zu verwandeln. 
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Praparat aus Ricinus communis. 
Eine wasserige Losung, die in 10 cem 0,90 g Substanz ent- 
hielt, drehte bei 20° C. im 200 mm-Rohr 34,9° nach rechts: 
demnach ist [a]? = + 66,7°. 


Praiparat aus Juglans regia. 


Eine wasserige Losung, die in 10 ccm 1,0 g Substanz ent- 
hielt, drehte bei 21° C. im 200 mm-Rohr 38,6° nach rechts; 
demnach ist [a]? = + 66,4°. 


Praiparat aus Amygdalis communis. 

Eine wasserige Losung, die in 10 cem 0,3655 g Substanz 
enthielt, drehte bei 20° C. im 200 mm-Rohr 14,0° nach rechts: 
demnach ist [a]? = -+ 65,9°. 

Fiir reinen Rohrzucker ist bekanntlich [a]? = -+- 66,5°; 
die von uns gefundenen Werte stimmen also gut auf diese Zucker- 
art. Es sel noch bemerkt, daf der von uns aus den Samen 
dargestellte Rohrzucker stets harte, stark siif schmeckende 
Krystalle bildete. 

Im folgenden zihlen wir die Pflanzen auf, aus deren Samen 
in unserem Laboratorium Rohrzucker dargestellt worden ist. 

Fichte, Picea excelsa, Link, 

Arve, Pinus Cembra L., 

Seekiefer, Pinus maritima Lamarck, 

Weizen, Triticum vulgare Villars, 

Roggen, Secale cereale L., 

Hafer, Avena sativa L., 

Buchweizen, Fagopyrum esculentum Moench, 
Erbse, Pisum sativum L., 

Wicke, Vicea sativa L., 

Ackerbohne, Vicea Faba L., 

Gemeine Schminkbohne, Phaseolus vulgaris L., 
Schminkbohne, Phaseolus multiflorus Lamarck, 
Erdnuf, Arachis hypogaea L., 

Sojabohne, Soja hispida, Moench, 

Hanf, Cannabis sativa L., 

Sonnenblume, Helianthus annuus L., 
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Kirbis, Cucurbita Pepo L., 

Ricinus, Ricinus communis L., 
Rotbuche, Fagus silvatica L., 

WalnuS, Juglans regia L., 

Hasel, Corylus avellana L., 

Mandel, Amygdalis communis L., 
Edelkastanie, Castanea sativa Miller, 
Robkastanie, Asculus hyppocastanum L., 
Kaffee, Coffea arabica L. 

Von den von uns auf Rohrzucker untersuchten Samen 
waren diejenigen der Lupinen die einzigen, aus denen die ge- 
nannte Zuckerart nicht isoliert werden konnte, doch muB es 
trotz dieses negativen Resultates fiir méglich erklart werden, 
dafi auch die genannten Samen Rohrzucker enthielten, aber 
nur in so kleiner Menge, dafi die Isolierung nicht gelang. Zu 
erwihnen ist noch, dab wir auch aus einem Muster der Samen 
von Phaseolus vulgaris keinen Rohrzucker darstellen konnten; 
ein anderes Muster der gleichen Samenart lieferte aber Rohr- 
zucker (es ist daher wahrscheinlich, da6b bei dem zuerst unter- 
suchten Muster das Resultat nur deshalb negativ war, weil das- 
selbe die genannte Zuckerart nur in sehr geringer Menge enthielt). 

Rohrzucker findet sich also in den Pflanzensamen in sehr 
grober, wahrscheinlich sogar in fast allgemeiner Verbreitung 
vor. Doch ist der Rohrzuckergehalt der Samen nicht bedeutend, 
in manchen Fiillen ohne Zweifel nur sehr gering. Die quantitative 
Bestimmung des Rohrzuckers in den Samen ist mit Schwierig- 
keiten verbunden, weil neben ihm noch andere wasserlosliche 
invertierbare Kohlenhydrate sich vorfinden. Aus der Ausbeute, 
die man bei Abscheidung der genannten Zuckerart aus den 
Samen erhiilt, lift sich ein sicherer Schlu8 auf ihren Robr- 
zuckergehalt nicht machen, weil die Darstellung nicht ohne be- 
deutende Substanzverluste auszufiihren ist. Die Ausfillung des 
Zuckers durch Strontiumhydroxyd nach der oben erwahnten 
Vorschrift ist keine vollstaindige; erhitzt man bei Anwendung 
des zweiten der oben genannten Verfahren die fein zerriebenen 
Samen mit absolutem oder mit 95°/vigem Alkohol auf 50°, so 
geht der Zucker nur zum Teil in Lésung, wie wir in einigen 
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Fillen bestimmt nachgewiesen haben; selbstverstindlich kry- 
stallisiert auch der Zucker aus den nach diesen Verfahren er- 
haltenen Lésungen nicht vollstandig aus. 

In den entschilten Samen von Pinus Cembra, welche eire 
relativ hohe Ausbeute an Rohrzucker gaben, aber andere wasser- 
lésliche Kohlenhydrate allem Anschein nach nur in geringer 
Menge enthielten, versuchten E. Schulze und O. Hiestand!) 
den Rohrzuckergehalt approximativ zu bestimmen. Zu diesem 
Zwecke wurden die entfetteten, sehr fein zerriebenen Kerne 
zweimal mit kochendem 95°/oigem Alkohol extrahiert. Der 
Extrakt wurde der Destillation unterworfen, der dabei ver- 
bliebene Riickstand mit Wasser behandelt, die in geeigneter 
Weise gereinigte LOsung unter Befolgung der fiir die Inversion 
des Rohrzuckers gegebenen Vorschrift kurze Zeit mit Salzsaéure 
erhitzt, dann zur Glukosebestimmung mit Fehlingscher Losung 
verwendet. Aus dem dabei erhaltenen Resultat berechnete sich 
fiir die Trockensubstanz der Kerne ein Rohrzuckergehalt von 
ca. 6°/o. Diese Zahl kann etwas zu hoch sein; denn auch die 
neben Rohrzucker noch vorhandenen léslichen Kohlenhydrate 
konnen etwas Glukose geliefert haben. Da aber diese Kohlen- 
hydrate wahrscheinlich nur partiell in den alkoholischen Extrakt 
libergegangen und bei dem kurzen Erhitzen mit verdiinnter 
Salzséure wahrscheinlich auch nur partiell invertiert worden 
sind, so ist doch der jener Zahl anhaftende Fehler vielleicht 
nur gering. Die Kerne von Pinus Cembra gehdérten, wie oben 
schon erwahnt, zu denjenigen Samen, die eine relativ hohe 
Ausbeute an Rohrzucker lieferten. In anderen von uns unter- 
suchten Samen war der Rohrzuckergehalt ohne Zweifel viel 
geringer. Dies geht auch aus den Zahlen hervor, die weiter 
unten fiir den Gehalt der entschalten Samen an «wasserlés- 
lichen stickstofffreien Stoffen» angegeben sind. Der Gehalt an 
solchen Stoffen betrug bei einigen Samen nur 3—4°/o. Da nun 
aber zu diesen wasserlosiichen Stoffen auch noch andere Kohlen- 
hydrate, sowie organische Séuren geh6éren, so kann der Rohr- 
zuckergehalt der betreffenden Samen nur gering gewesen sein. 





‘) Landwirtschaftliche Versuchsstationen, Bd. LXVII, S. 76. 
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C. Wasserldsliche, bei der Hydrolyse Galaktose 
liefernde Kohlenhydrate. 

Kohlenhydrate, bei deren Hydrolyse Galaktose entsteht, 
liefern bei der Oxydation durch Salpeterséure Schleimsiiure: 
dies kann, wie schon in der Einleitung gesagt worden ist, zu 
ihrem Nachweis dienen. Die Priifung der wiisserigen Samen- 
extrakte auf Kohlenhydrate solcher Art fiihrten wir in folgender 
Weise aus: der Extrakt wurde mit Bleiacetat in schwachem 
Uberschusse versetzt, der Niederschlag abfiltriert, das Filtrat 
mittels Schwefelwasserstoff vom Blei befreit und sodann zum 
Sirup eingedunstet. Diesem Sirup setzten wir so viel Salpeter- 
siure vom spezifischen Gewicht 1,15 zu, daf auf 1 g Trocken- 
substanz ungefiihr 12 cem solcher Siiure kamen. Die dabei 
erhaltene LOsung wurde sodann in gelinder Wirme auf min- 
destens 14 ihres Volumens eingedunstet und hierauf einige 
Tage lang der Ruhe itiberlassen. Hatte sich Schleimsiure aus- 
geschieden, so wurde dieselbe nach Zusatz von Wasser ab- 
filtriert und mit Wasser gewaschen, hierauf in einer mdglichst 
geringen Menge von Natronlauge geliést. Nachdem sie aus dieser 
Losung durch Zusatz von Salpetersiiure wieder abgeschieden 
worden war, wurde sie getrocknet und auf ihren Schmelzpunkt 
untersucht. Bekanntlich schwankt der Schmelzpunkt der Schleim- 
siiure von 206—216°.!) Wenn aber ein in der oben beschrie- 
benen Weise erhaltenes Produkt nicht nur einen innerhalb 
jener Grenzen liegenden Schmelzpunkt besitzt, sondern auch 
aus feinen, in Wasser und in verdiinnter Salpetersiiure sehr 
wenig, in verdiinnter Natronlauge leicht léslichen Krystallen 
besteht, so kann dasselbe doch fiir Schleimsiéiure erklart wer- 
den. Aus dem Entstehen dieser Siure darf man aber auf das 
Vorhandensein eines bei der Hydrolyse Galaktose liefernden 
Kohlenhydrats in dem beziiglichen Extrakte schlieBen; denn 
in den Organismen ist bis jetzt keine andere bei der Oxydation 
Schleimsiiure liefernde Glukose gefunden, als Galaktose. Es 
ist aber darauf aufmerksam zu machen, daf in einigen Fallen 
die Galaktose unter den Inversionsprodukten der in den Samen 
enthaltenen Kohlenhydrate nicht blo® durch die Schleimsaure- 


') Manche Autoren geben sogar noch etwas grifere Schwankungen an. 
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bildung, sondern auch durch IJsolierung in Krystallform usw. 
nachgewiesen worden ist. 

Im folgenden nennen wir die Pflanzen, bei deren Samen 
die in der beschriebenen Weise ausgefiihrte Prifung auf 
Schleimsaure ein positives Ergebnis hatte; wir nehmen in die 
Tabelle aber auch die Gewiichse auf, deren Samen friiher 
schon in unserem Laboratorium mit dem gleichen Resultate 
untersucht worden sind. 

Fichte, Picea excelsa Link, 

Arve, Pinus Cembra L., 

Seekiefer, Pinus maritima Lamarck, 
Kiefer, Pinus silvestris L., 

Gelbe Lupine, Lupinus luteus L., 
Blaue Lupine, Lupinus angustifolius L., 
Gemeine Schminkbohne, Phaseolus vulgaris L., 
Schminkbohne, Phaseolus multiflorus Lamarck, 
Sojabohne, Soja hispida Moench, 
Rotklee, Trifolium pratense L., 
Esparsette, Onobrychis sativa Lamarck, 
Wicke, Vicia sativa L., 

Ackerbohne, Vicia Faba L., 

Erbse, Pisum sativum L., 

Weiber Senf, Sinapis alba L., 
Kohlriibe, Brassica Napus L., 

Kiirbis, Cucurbita Pepo L., 

Ricinus, Ricinus communis L , 

Hasel, Corylus avellana L., 

Mandel, Amygdalis communis L., 
Sporgel, Spergula arvensis L., 
Edelkastanie, Castanea sativa Miller. 

Auch ein in der oben beschriebenen Weise aus dem 
Embryo des Weizenkorns dargestellter Extrakt lieferte nach 
dem Erhitzen mit verdiinnter Salpetersiure Schleimsaure 
in reichlicher Menge. Das Entstehen dieser Siiure ist auf den 
Gehalt dieses Embryos an Melitose (Raffinose) zuriickzufiihren. 

Von allen durch uns untersuchten Samen waren es nur 
diejenigen von Fagus silvatica und Juglans regia, deren wiasserige 
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Extrakte beim Erhitzen mit Salpetersiiure keine Schleimsaure 
lieferten. Die von uns erhaltenen Versuchsergebnisse fiihren 
im Verein mit den friiher schon von Miintz!) gemachten An- 
gaben zu der Schlubfolgerung, da’ wasserlosliche Kohlenhydrate, 
bei deren Hydrolyse Galaktose entsteht, in den Samen in sehr 
grober Verbreitung vorkommen; sie stehen in dieser Beziehung 
allem Anschein nach nicht hinter dem Rohrzucker zuriick. 
Manche der von uns untersuchten Samen, z. B. diejenigen von 
Pinus Cembra und Cucurbita Pepo, lieferten nur sehr wenig 
Schleimsiiure ; bedeutender war die Schleimséuremenge bei den 
Leguminosen, bei Sinapis alba, sowie bei einigen Coniferen. 

Wie schon in der Einleitung hervorgehoben wurde, ist 
die Isolierung dieser bei der Hydrolyse Galaktose liefernden 
Kohlenhydrate, insbesondere ihre Trennung vom Rohrzucker, 
mit Schwierigkeiten verbunden; unsere Kenntnisse tber diese 
Stoffe sind daher noch sehr liickenhaft. Man hat aus den 
Samen bisher nur ein solches Kohlenhydrat, namlich die Meli- 
tose oder Raffinose, C,,H,,0,,, in Krystallen rein dargestellt; 
ein anderes, nimlich die Lupeose, wurde nicht krystallisiert 
erhalten, ist aber doch wahrscheinlich eine einheitliche Sub- 
stanz, letzteres kann fiir andere aus den Samen dargestellte 
Substanzen solcher Art nicht mit gleicher Wahrscheinlichkeit 
behauptet werden. Auch einige von uns ausgefiihrte Versuche, 
fiir die wir Samen, deren wasserige Extrakte relativ viel Schleim- 
siiure geliefert hatten, verwendeten, fiihrten insofern nicht zu 
befriedigenden Resultaten, als die dabei erhaltenen Produkte 
nicht mit Bestimmtheit fir homogen erklart werden konnten. 
Wir teilen diese Resultate trotzdem im folgenden mit, weil sie 
eine Stiitze fiir die Annahme bilden, da’ die von den Wasser- 
extrakten der beziiglichen Samen gelieferte Schleimsiure in 
der Tat Kohlenhydraten entstammte. Zugleich machen wir 
noch kurze Angaben tber die friiher in unserem Laboratorium 
aus Samen zur Abscheidung gebrachten Substanzen gleicher 
Art. Zuvor aber sind einige Worte tiber die dabei benutzten 
Untersuchungsmethoden zu sagen. Die eine dieser Methoden 


‘) In betreff der von Miintz gemachten Befunde verweise ich auf 
Czapeks Biochemie, Bd. IL. 
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besteht darin, dab man einen mit heiBem verdiinntem Wein- 
geist hergestellten Samenextrakt nach der von E. Schulze 
und Th. v. Seliwanoff (loc. cit.) gegebenen Vorschrift mit 
Strontiumhydroxyd kocht, den dabei erhaltenen Niederschlag 
mit Kohlensiiure zersetzt, die vom Strontiumearbonat abfiltrierte 
Lisung zum Sirup eindunstet und letzteren wiederholt mit 
95°/oigem Alkohol auskocht.!) Der im Sirup enthaltene Rohr- 
zucker wird durch diese Behandlung wenigstens zum gr6ften 
Teil entfernt, wahrend andere, in heifem Alkohol schwerer 
lisliche Kohlenhydrate zuriickbleiben. Man sucht letztere zu 
reinigen, indem man sie aus ziemlich konzentrierter wiisseriger 
Loésung durch Alkohol fiillt; es ist zweckmibig, diese Reinigungs- 
operation mehrmals zu wiederholen.!) Ein zweites Verfahren 
besteht darin, dafi man den mit heifem verdiinntem Weingeist 
aus den Samen hergestellten Extrakt eindunstet, den Ver- 
dampfungsrtickstand mit Wasser behandelt und sodann Blei- 
essig in schwachem UberschuB zusetzt. Dem Filtrat vom Blei- 
niederschlag fiigt man noch etwas Bleiessig, dann Ammoniak- 
fliissigkeit zu. Der dadurch hervorgebrachte weifbe Niederschlag 
wird abfiltriert, mit Wasser gewaschen, dann in Wasser verteilt 
und durch Schwefelwasserstoff zersetzt. Die vom Schwefelblei 
durch Filtration getrennte L6sung wird zum Sirup eingedunstet, 
letzterer sodann so behandelt, wie es oben fiir den bei Zer- 
legung des Strontiumniederschlags erhaltenen Sirup angegeben 
worden ist. Die in dieser Weise erhaltenen Kohlenhydrate 
bildeten nach dem Trocknen im Exsikkator zerreibliche Massen, 
die in der Regel nur wenig gefiirbt, zuweilen fast ganz wei waren. 
Sie schmeckten fade oder ganz schwach siiflich und lésten 
sich leicht in kaltem Wasser; alle diese Liésungen erwiesen 
sich im Polarisationsapparat als stark rechtsdrehend und redu- 
zierten nach dem Erhitzen mit verdiinnter Schwefelsiure oder 
Salzsiiure die Fehlingsche Lésung. Beim Verbrennen ver- 
hielten diese Substanzen sich wie Kohlenhydrate. Uber die 
aus den verschiedenen Samen dargestellten Produkte solcher 
Art sind noch folgende Angaben zu machen: 


*) Wie man diese Operationen auszufiihren hat, ist in dieser Zeit- 
schrifi, Bd. XX, S. 511, und Bd. XXVII, S. 267, eingehend beschrieben worden. 
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1. Melitose (Raffinose) C,,H,,0,, + 5H,O wurde von 
E. Schulze und S. Frankfurt?!) aus dem Embryo des Weizen- 
kornes unter Anwendung des Strontianverfahrens dargestellt. 
Der bei Zerlegung des Strontianniederschlages erhaltene Sirup 
wurde mehrmals mit kochendem 95°/oigem Alkohol behandelt, 
um den darin enthaltenen Rohrzucker soweit wie moglich zu 
entfernen. Aus dem dabei ungelést gebliebenen Teile des 
Sirups konnte die Melitose ohne Schwierigkeit in Krystallen 
erhalten werden. Sie wurde durch Bestimmung ihres spezifi- 
schen Drehungsvermégens und der bei der Oxydation durch 
Salpetersiiure entstandenen Schleimséiuremenge, spater auch 
noch durch Bestimmung ihres Molekulargewichtes nach der 
kryoskopischen Methode?) sowie durch eine Krystallwasser- 
bestimmung identifiziert. Daf die Melitose auch aus Baumwoll- 
samen isoliert worden ist, wurde oben schon erwahnt. 

2. Lupeose wurde von E. Schulze und E. Steiger?) 
aus den Samen von Lupinus luteus, von M. Merlis*) aus 
den Samen von Lupinus angustifolius dargestellt. Sie konnte 
nicht krystallisiert erhalten werden; da aber die aus jenen 
Samen nach verschiedenen Methoden gewonnenen Priiparate 
in den Eigenschaften und insbesondere im spezifischen Drehungs- 
vermégen (ja)? = -- 138—-139°) tibereinstimmten, so darf 
man es doch fiir sehr wahrscheinlich erkléren, daf die Lupeose 
eine einheitliche Substanz ist. Bei der Hydrolyse liefert sie 
Fruktose und Galaktose; die letztere Zuckerart konnte in Kry- 
stallen rein dargestellt werden. Aus der bei Oxydation der 
Lupeose mit Salpetersiure erhaltenen Schleimséureausbeute 
(38 °/o) ist zu schlieBen, daB die Hilfte der bei ihrer Hydrolyse 
entstehenden Produkte aus Galaktose besteht. Die bei Elemen- 
taranalyse eines bei 100° im Wasserstoffstrome getrockneten 
Lupeosepriiparates erhaltenen Zahlen entsprechen der Formel 
C,,H,,0,,; die Lupeose kann also ein Disaccharid sein. Doch 
scheint das Resultat, welches bei Untersuchung einer mit 


') Diese Zeitschrift, Bd. XX, S. 535. 

*) Diese Bestimmung wurde erst vor kurzem von uns ausgefiihrt. 
8) Landwirtschaftliche Versuchsstationen, Bd. XLI, S. 210. ' 
*) Ebendaselbst, Bd. XLVIII, S. 419. 
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Schwefelsdure erhitzten Lupeoselésung im Polarisationsapparate 
erhalten wurde, dafiir zu sprechen, dai bei ihrer Hydrolyse 
neben Fruktose und Galaktose noch eine dritte Glukose ent- 
steht.4) Die Frage, ob ein Di- oder Trisaccharid vorliegt, be- 
bedarf also noch der niaheren Untersuchung. 

3. Kohlenhydrat aus den Samen von Phaseolus 
vulgaris. Wir untersuchten zwei Priiparate dieses Kohlen- 
hydrates, die aus zwei verschiedenen Mustern der genannten 
Samen dargestellt worden waren. Aus dem einen dieser beiden 
Muster konnte leicht Rohrzucker isoliert werden; das zweite 
lieferte keinen Rohrzucker (wahrscheinlich fand sich diese 
Zuckerart darin nur in so geringer Menge vor, daf ihre Dar- 
stellung nicht gelang). Aus dem letzteren Muster wurde das 
Kohlenhydrat nach dem oben beschriebenen Bleiverfahren dar- 
gestellt. Nachdem es durch mehrmaliges Ausfillen aus wiisse- 
riger LOsung durch Alhohol gereinigt worden war, zeigte es 
folgende Eigenschaften: Eine wisserige Lésung, die in 10 ccm 
0,3896 g Substanz enthielt, drehte bei 18° C. im 200 mm-Rohre 
23,69 S. V. nach rechts; demnach ist [a]? = + 104°. Bei 
der Oxydation durch Salpetersiure lieferten 1,7548 g Substanz 
(wasserfrei) 0,3653 g oder 20,8°/o Schleimséure,”) deren Schmelz- 
punkt bei 216° lag. Im Filtrat von der Schleimsiure konnte 
Zuckerséiure nachgewiesen werden. Letztere wurde zuerst 
in das saure Kaliumsalz, dann in das Silbersalz tibergefiihrt; *) 
0,4130 g des letzteren Salzes (im Vakuumexsikkator getrocknet) 
lieferten beim Gliihen 0,208 g = 50,4°/o Ag. (Die Theorie 
verlangt 50,9°/o Ag.) 

Das zweite Priiparat wurde nach dem Strontianverfahren 
aus Phaseolussamen dargestellt, die zuvor bei 50° C. mit 


‘) Wir verweisen auf die oben zitierte Abhandlung in den Landwirt- 
schaftlichen Versuchsstationen, Bd. XLI. 

?) Die Bestimmung der Schleimséureausbeute geschah nach der von 
Tollens gegebenen Vorschrift. 

°) Bei Ausfiihrung dieser Operationen, sowie auch bei den spater 
noch zum Nachweis der Zuckersiéure gemachten Versuchen befolgten wir 
die von Tollens und Gans (Berichte d. Deutsch. chem. Ges., Bd. XXI, 
S. 2159) und von Tollens und Sohst (Liebigs Annalen d. Chemie, 
Bd. CCXLV, S. 1) gegebenen Vorschriften. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. LXI. 20 
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95 °/oigem Alkohol extrahiert worden waren (bei dieser Ex- 
traktion war neben Phosphatiden usw. auch ein betrachtlicher 
Teil des in den Samen enthaltenen Rohrzuckers in Lésung ge- 
gangen). Der bei Verarbeitung des Strontiumniederschlages 
erhaltene Sirup wurde mehrmals mit heiBem 95°/oigem Alkohol 
behandelt, um den darin noch enthaltenen Rohrzucker gr6fbten- 
teils zu entfernen; den dabei ungelést gebliebenen Teil des 
Sirups loésten wir in Wasser und gossen die LOsung unter Um- 
rihren in Alkohol. Das ausgefiillte Koblenhydrat wurde dann 
zur Reinigung noch mehrmals aus wiisseriger Losung durch 
Alkohol gefiillt; es bildete nach dem Trocknen im Exsikkator 
ein rein weibes, zerreibliches Pulver. Die Untersuchung im 
Polarisationsapparat ergab folgendes Resultat: Eine wasserige 
Losung, die in 10 ccm 0,5572 g Substanz (wasserfrei) enthielt, 
drehte bei 18° C. im 200 mm-Rohr 36,0 8S. V. nach rechts; 
demnach ist [a]? = -++ 111,1°. Ferner gaben 2,1144 g Substanz 
(wasserfrei) bei der Oxydation durch Salpetersdure 0,4995 g 
= 23,6°/o Schleimsiiure. Aus dem Filtrat von der Schleim- 
siiure liefi sich eine kleine Menge von Zuckerséure in Form 
ihres sauren Kaliumsalzes zur Abscheidung bringen. Das daraus 
dargestellte Silbersalz gab beim Gliihen 50,8°/o Ag (0,1613 g 
Substanz gaben 0,0820 g Ag). 

Beide Priiparate gaben mit Resorcin und Salzséure sehr 
stark die Seliwanoffsche Reaktion. Wie man aus obigen 
Angaben sieht, besa das zweite Praparat ein etwas groBeres 
Drehungsvermoégen und lieferte auch etwas mehr Schleimsiure 
als das erste; wahrscheinlich war das zweite Priparat, von 
dem wir eine gréfere Quantitét zur Verfiigung hatten, durch 
die 6fter wiederholte Ausfillung mit Alkohol besser gereinigt 
worden als das erste. Sowohl im Drehungsvermégen, wie auch 
in bezug auf die Schleimsiureausbeute bleibt das zweite Pri- 
parat nicht viel hinter der Melitose zuriick;!) da es nun, wie 
letztere, bei der Oxydation auch Zuckersiure lieferte und auch 





') Bei der Vergleichung ist zu beachten, dafi die fiir unsere Pra- 
parate gemachten Zahlenangaben sich auf wasserfreie Substanz beziehen. 
Fiir wasserfreie Melitose berechnet sich ein spezifisches Drehungsvermogen 
von ca. 120° und eine Schleimséureausbeute von 25—26 °/o. 
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die Seliwanoffsche Reaktion gab, so muf es fiir méglich 
erkliirt werden, dafi nicht vollig reine Melitose vorlag. Unsere 
Versuche, das aus Phaseolus dargestellte Kohlenhydrat in wein- 
ceistiger oder in wisseriger Losung zur Krystallisation zu 
bringen, waren aber erfolglos, wiahrend man bekanntlich die 
Melitose leicht in Krystallform tiberfiihren kann (auch uns ge- 
lang dies mit Melitosepriparaten, die aus dem Embryo des 
Weizenkorns und aus Baumwollsamenkuchen dargestellt worden 
waren). Es ist also doch wohl das Wahrscheinlichste, daf 
hier ein der Melitose ahnliches, aber doch mit letzterer nicht 
identisches Trisaccharid vorlag. 

4. Kohlenhydrat aus den Samen von Phaseolus 
multiflorus.!) Dieses Kohlenhydrat wurde mit Hilfe des 
Strontianverfahrens dargestellt. Bei Bestimmung seines spezi- 
fischen Drehungsvermégens wurde [a]? = ++ 110° gefunden; 
bei der Oxydation durch Salpetersiéure lieferte es etwas mehr 
als 25°/o Schleimsiiure. Beide Angaben beziehen sich auf das 
bei 100° im Wasserstoffstrome getrocknete Kohlenhydrat. Wie 
man sieht, liegen die bei Untersuchung dieser Substanz erhaltenen 
Resultate denjenigen sehr nahe, die sich ftir das zweite Praparat 
des Kohlenhydrates aus Phaseolus vulgaris ergaben. 

5. Kohlenhydrat aus den Samen von Onobrychis 
sativa. Die Darstellung dieses Kohlenhydrates geschah mit 
Hilfe des Bleiverfahrens. Durch mehrmalige Fallung mit Alkohol 
aus wisseriger Losung gereinigt, besaB das Kohlenhydrat 
folgende Eigenschaften: Es war sehr leicht léslich in Wasser, 
wenig léslich in 95 °/oigem Weingeist. Es gab sehr stark die 
Seliwanoffsche Reaktion. Die Untersuchung im Polarisations- 
apparat gab folgendes Resultat: Eine wasserige Losung, die 
in 20 ecm 0,4471 g Substanz (wasserfrei) enthielt, drehte bei 
18°C. 16°S. V. nach rechts; demnach ist [a]? = -++ 123° 
(die Bestimmung kann nicht fiir sehr genau erklart werden, 
weil die wasserige Losung nicht farblos war). Zur Bestimmung 
der Schleimsaéureausbeute wurden zwei Versuche ausgefiihrt: 
a) 1,5575 g Substanz (wasserfrei) gaben 0,4300 g = 27,7 °/o 


*) Diese Zeitschrift, Bd. XXVII, S. 278. 


20* 
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Schleimsiiure; b) 1,8784 g Substanz (wasserfrei) gaben 0,5007 g 
= 26,6°/o Schleimsiure, im Mittel wurden also 27,15 °/o Schleim- 
siiure erhalten. Ein Versuch, aus der von der Schleimsiure 
abfiltrierten L6sung Zuckerséure zu gewinnen, gab ein negatives 
Resultat. Wir erhitzten daher noch ein Quantum von ea. 6 g 
des Kohlenhydrates mit einer etwas geringeren Salpetersiure- 
menge (auf 1g Substanz 5 ccm Séure vom spezifischen Ge- 
wicht 1,15). Die durch Filtration von der Schleimsiure ge- 
trennte Fliissigkeit lieferte, als wir sie nach der Vorschrift 
von Tollens und Gans (loc. cit.) behandelten, ein schwer 
lésliches, im Aussehen mit saurem, zuckersaurem Kalium iiber- 
einstimmendes Salz. Das daraus mit Hilfe von Silbernitrat 
dargestellte Silbersalz gab bei der Analyse folgendes Resultat: 
0,2352 g Substanz (im Vakuum iiber Schwefelséure getrocknet) 
gaben beim Glihen 0,1190 g = 50,6 %/o Ag. (Die Theorie ver- 
langt 50,9 °/o Ag.) 

Auch dieses Kohlenhydrat kann Melitose, die durch kleine 
Beimengungen am Krystallisieren verhindert wurde, gewesen 
sein; doch ist es auch mdglich, daB ein dem genannten Poly- 
saccharid zwar ihnliches, aber doch mit ihm nicht identisches 
Kohlenhydrat vorlag. Da6i dasselbe ein Trisaccharid war, 
muf nach den bei der Untersuchung erhaltenen Resultaten fiir 
sehr wahrscheinlich erklart werden. 

6. Kohlenhydrat aus den Samen von Sinapis alba. 
Dieses Kohlenhydrat wurde aus den zuvor entfetteten Samen 
nach dem Bleiverfahren dargestellt. Da es auch nach der 
Fallung durch Alkohol noch Beimengungen, die durch Phosphor- 
wolframsaure fillbar waren, enthielt, so wurde seine wisserige, 
mit Schwefelsdure angesiuerte LOsung mit dem genannten 
Reagens in schwachem Uberschusse versetzt. Der Niederschlag 
wurde abfiltriert, das Filtrat mit Barytwasser neutralisiert. 
Die von den unléslichen Baryumverbindungen abfiltrierte Fliissig- 
keit wurde stark eingeengt und sodann in Alkohol gegossen, 
das dadurch zur Ausscheidung gebrachte Kohlenhydrat durch 
mehrmaliges Fallen mit Alkohol aus wéasseriger LOésung ge- 
reinigt. Nach dem Trocknen im Exsikkator bildete es eine 
wenig gefirbte, unkrystallinische, leicht zerreibliche Masse, 
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welche sehr stark die Seliwanoffsche Reaktion gab. Sie 
war leicht léslich in Wasser, wenig léslich in Alkohol. Die 
Untersuchung des Produktes im Polarisationsapparate gab fol- 
gendes Resultat: Eine wisserige Losung, die in 20 ccm 0,4634 g 
Substanz (wasserfrei) enthielt, drehte bei 18°C. 15° nach rechts; 
demnach ist [a]? = -—- 113° (die Bestimmung kann nicht fiir 
sehr genau erklart werden, weil die Losung nicht farblos war). 
Bei Bestimmung der Schleimséureausbeute wurden folgende 
Zahlen erhalten: a) 2,1518 g Substanz (wasserfrei) gaben 
0,6595 g — 30,7 °/o Schleimséure; b) 1,9777 g Substanz (wasser- 
frei) gaben 0,6707 g = 33,2 °/o Schleimsiéure (Schmelzpunkt 
212°). Im Mittel wurden also 31,9°/o Schleimséure erhalten. 
Aus der von der Schleimsi&ure abfiltrierten Lésung konnte 
Zuckerséure nicht gewonnen werden. Wir erhitzten daher 
in einem neuen Versuche ca. 2 g des Kohlenhydrats mit einer 
ceringeren Menge verdiinnter Salpeterséure (5 g Siéure auf 
1 g Substanz). Aus der durch Filtration von der Schleimsiéure 
cetrennten Fliissigkeit konnte eine kleine Quantitaét von Zucker- 
siiure in Form ihres sauren Kaliumsalzes gewonnen werden. 
Das aus diesem Salze mit Hilfe von Silbernitrat dargestellte 
zuckersaure Silber gab bei der Analyse folgendes Resultat: 
0.1194 g Substanz gaben beim Gltihen 0,0602 g = 50,4 °/o Ag. 

Aus diesen Versuchsergebnissen ist zu schliefen, dai das 
aus den Samen von Sinapis alba dargestellte Kohlenhydrat bei 
der Hydrolyse Galaktose und Traubenzucker lieferte; dafi daneben 
auch Fruktose entstand, ist sehr wahrscheinlich, da jenes Kohlen- 
hydrat sehr stark die Seliwanoffsche Reaktion gab. Man 
kann aber nicht annehmen, daf ein in seiner Konstitution der 
Melitose gleichendes Kohlenhydrat vorlag; denn ein solches 
Kohlenhydrat kann nur ca. 26 °/o Schleimsiure liefern, wiihrend 
wir mehr als 30 °/o Schleimsaure erhielten. Anderseits ist auch 
nicht anzunehmen, dali Lupeose vorlag, da letztere bei der 
Oxydation 38—39 °/o Schleimsiiure liefert. Als médglich muf 
es aber bezeichnet werden, daB das aus Sinapis alba dar- 
gestellte Praparat ein Gemenge von Lupeose mit einem andern 
Kohlenhydrat war, bei dessen Oxydation keine Schleimsiure 
entstand. 
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7. Kohlenhydrat ausdenSamenvon Piceaexcelsa.!) 
Dieses Kohlenhydrat wurde nach dem Strontianverfahren dar- 
gestellt und durch mehrmaliges Ausfillen mit Alkohol aus 
wisseriger LOsung gereinigt; krystallisiert konnte es nicht er- 
halten werden. Nach dem Trocknen tiber Schwefelsaure bildete 
es ein weifbes Pulver, welches stark die Seliwanoffsche 
Reaktion gab. Bei Bestimmung seines spezifischen Drehungs- 
vermogens in einer ca. 4°/oigen wasserigen Lésung wurde 
[a|» = + 105,4° gefunden (eine zweite Bestimmung mit einem 
noch einmal umgefillten Priparat gab fast die gleiche Zahl). 
Bei der Oxydation durch verdiinnte Salpetersdure lieferte das 
Kohlenhydrat 29 °/o Schleimsiaure. 

Die aus den Samen dargestellten Stoffe, auf welche die 
im vorigen gemachten Angaben sich beziehen, konnten zwar 
mit Ausnahme der Melitose (Raffinose) nicht zum Krystallisieren 
gebracht werden; fiir die meisten dieser Stoffe ist es also 
fraglich, ob sie einheitliche Substanzen waren. Es kann aber 
nicht bezweifelt werden, daf alle diese Stoffe Kohlenhydrate 
waren; den Beweis dafiir geben aufer den fiir die einzelnen 
Priparate im vorigen gemachten Angaben die vorher tber ihr 
allgemeines Verhalten gemachten Mitteilungen. Die Resultate 
unserer beziiglichen Versuche liefern also eine Stiitze fiir die 
oben ausgesprochene Annahme, daf die von den Samenextrakten 
beim Erhitzen mit Salpetersiure gelieferte Schleimsaure aus 
Kohlenhydraten entstand, bei deren Hydrolyse Galaktose sich 
bildete. 

Es sei hier noch erwaéhnt, daf vor kurzem N. Castoro?) 
aus den Samen von Cicer arietinum ein bei der Oxydation 
Schleimséure lieferndes Kohlenhydrat darstellte, welches nach 
den von ihm gemachten Angaben der Lupeose ihnlich ist. 

Endlich wollen wir noch darauf aufmerksam machen, dai 
Ritthausen*) aus den Samen der gelben Lupine eine von 
ihm als Galaktid bezeichnete Substanz isolierte, die nicht zu 
den Kohlenhydraten gerechnet werden kann, aber bei der Hy- 


‘) Landwirtschaftliche Versuchsstationen, Bd. LI, S. 94. 
?) Nach einer Mitteilung in einer italienischen Zeitschrift. 
5) Ber. d. Deutsch. chem. Ges., Bd. XXIX, S. 896. 
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drolyse 60°/o Galaktose lieferte. Wir haben diese Substanz 
aus den genannten Samen, bei Anwendung verschiedener Samen- 
muster im Gewichte von 1—2 Kilogramm bisher nicht gewinnen 
kénnen; auch vermochte N. Merlis!) sie in den Samen der 
blauen Lupinen nicht nachzuweisen. Vermutlich war in den 
von uns untersuchten Samenmustern das Galaktid nur in so 
kleiner Menge enthalten, daB seine Isolierung nicht gelang. 
Die von uns dargestellien Lupeosepriiparate kénnen nicht durch 
Galaktid verunreinigt gewesen sein, da letzteres sich nach den 
Angaben Ritthausens leicht in Alkohol lost. 


D. Wasserlésliche Mannane. 


Zur Priifung auf wasserlésliche Mannane dienten die in 
friiher angegebener Weise dargestellten Wasserextrakte; sie 
wurden nach Entfernung der durch Bleiessig fillbaren Stoffe 
mit Hilfe von Schwefelwasserstoff vom gelésten Blei befreit, 
dann etwas eingeengt, hierauf mit so viel Schwefelsiiure ver- 
setzt, daB sie ca. 3°/o dieser Saéure enthielten, und nun einige 
Stunden lang am Rickflubkihler gekocht. Nach dem Erkalten 
befreiten wir die Fliissigkeiten mittels Baryumhydroxyd von der 
Schwefelsiure und engten sie sodann im Wasserbade stark 
ein. Wir dunsteten diese Fliissigkeiten nun zum Sirup ein, 
erhitzten den letzteren mit verdiinntem Weingeist und verwen- 
deten fiir den Versuch nur den darin léslichen Teil des Sirups. 
Die Priifung auf Mannose wurde in der Weise ausgefiihrt, dab 
wir Proben der Fliissigkeiten in der Kiilte mit essigsaurem 
Phenylhydrazin versetzten. Das Resultat war in allen Fiillen 
negativ; keine jener F liissigkeiten lieferte eine aus dem Hydrazon 
der Mannose bestehende Ausscheidung. Im folgenden nennen 
wir die Pflanzen, deren Samen fiir diese Versuche verwendet 
wurden: 

Pinus Cembra, 
Lupinus luteus, 
Lupinus angustifolius, 
Soja hispida, 
Cucurbita Pepo, 


') Landwirtschaftliche Versuchsstationen, Bd. XLVIII, S. 419. 
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Ricinus communis, 

Sinapis alba, 

Corylus avellana, 

Juglans regia, 

Amygdalis communis, 

Fagus silvatica, 

Castanea sativa. 

Auch ein Extrakt aus dem Embryo des Weizenkorns 

(Triticum vulgare) lieferte bei der Priifung auf Mannose ein 
negatives Resultat. 


E. Wasserlésliche Pentosane. 


Die Priifung der Wasserextrakte auf Pentosane ver- 
banden wir mit einer quantitativen Bestimmung dieser Stoffe 
nach dem von Tollens beschriebenen Verfahren;!) die ein- 
geengten Extrakte wurden der Destillation mit Salzsaure unter- 
worfen, das dabei erhaltene Furfurol mit Phloroglucin gefiaillt. 
Aus dem Gewicht des Phloroglucids berechneten wir, unter 
Benutzung der von Tollens mitgeteilten Tabelle, den Pentosan- 
gehalt des Extraktes. Die dabei erhaltenen Resultate, ange- 
geben, mit nur zwei Ausnahmen, in Prozenten der Trocken- 
substanz der entschilten Samen, teilen wir im folgenden mit. 


Pinus Cembra sehr wenig 
Lipinus luteus 0,64 °/o 
Lupinus angustifolius sehr wenig 
Soja hispida 2 > 
Cucurbita Pepo 2 > 
Ricinus communis 0 
Sinapis alba (nicht entschalt) 0,89 °/o 
Corylus avellana sehr wenig 
Juglans regia 0,51 °/o 


‘) Wir konnten bei Ausfiihrung unserer Versuche die Angaben be- 
nutzen, die Tollens in seiner im Jahr 1907 in der Papierzeitung, Nr. 56, 
60 und 61, erschienenen Abhandlung «Pentosen und Pentosane in ihren 
Beziehungen zur Papierfabrikation> gemacht hat. Die in dieser Abhand- 
lung sich findenden Tabellen haben wir bei Berechnung der Resultate 
unserer Versuche zugrunde gelegt. 
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Amygdalis communis sehr wenig 
Fagus silvatica 0,32 Jo 
Castanea sativa ®) 
Brassica napus (nicht entschilt) 0,43 °/o 
Helianthus annuus 0,75 jo. 1) 


Aus vorstehenden Angaben ist zu ersehen, dai der Ge- 
halt der von uns untersuchten Samen an léslichen Pentosanen 
meistens sehr gering war; zwei Objekte lieferten gar kein Fur- 
furol, bei sechs anderen war die Furfurolmenge so klein, dab 
das daraus dargestellte Phloroglucid nicht gewogen wurde. 
Am gréfSten war die Pentosanmenge bei Sinapis alba. Von 
den von uns untersuchten Leguminosensamen enthielten nur die 
Samen von Lupinus luteus eine bestimmbare Pentosanmenge, 
nimlich 0,64 °/o. 

Auf die Frage, was fiir Pentosane vorhanden waren, liébt 
sich eine bestimmte Antwort nicht geben. Pentosen (Arabinose 
und Xylose), waren in den Extrakten nicht vorhanden; andern- 
falls wiirden diese Extrakte die Fehlingsche Lésung reduziert 
haben. Wir wollen aber darauf aufmerksam machen, da das 
in den Samen von Lupinus luteus und von Arachys hypogaea 
nachgewiesene Vernin ein Glukosid ist, das sich wahrscheinlich 
von einer Pentose ableitet;?) es muff demnach fiir méglich er- 
klart werden, dafi ein Teil des in unseren Versuchen erhaltenen 
Furfurols dem Vernin entstammte. 

Ks ist hier zu erwahnen, daf K. Andrlik*) aus Melasse- 
abfall-Lauge vor kurzem ein Pentosid, d. h. ein bei der Spal- 
tung eine Pentose lieferndes Glukosid, dargestellt hat. Dasselbe 
gibt neben der Pentose als Spaltungsprodukt Guanin; es stimmt 
also in diesem Punkte mit dem Vernin iiberein. Die bei der 
Spaltung entstehende Pentose ist linksdrehend; [a]? wurde 


‘) Diese Zahl entnehmen wir einer von S. Frankfurt in unserem 
Laboratorium ausgefiihrten Arbeit. Landwirtschaftliche Versuchsstationen, 
Bd. XLII, S. 173. 

*) Wir verweisen auf die Arbeiten von FE. Schulze u. N. Castoro 
in dieser Zeitschrift, Bd. XLI, S. 457 ff. 

*) Chemiker Zeitung, 1909, Nr. 70, S. 637; vgl. auch diese Zeitung, 
Repert., 1907, S. 459. 
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= — 16,7° gefunden. Andrlik hebt hervor, daB dieses Pentosid 
nicht mit dem Vernin identisch ist. 

Bei Berechnung der Pentosanmengen haben wir ange- 
nommen, dai das in unseren Versuchen erhaltene Furfurol 
ausschlieBlich von Pentosanen geliefert worden war; daB diese 
Annahme keine absolut sichere ist, soll hier nicht unerwahnt 


bleiben. 


KF. Der Gehalt der Kerne an wasserloéslichen 
stickstofffreien Stoffen. 


Wie aus den im vorigen gemachten Angaben hervorgeht, 
enthielten die von uns untersuchten Samen neben Rohrzucker 
stets andere lésliche Kohlenhydrate; die Quantitét dieser, meist 
wohl der Gruppe der Polysaccharide angehdrenden Stoffe war 
ohne Zweifel in manchen Fallen gréBer als diejenige des Rohr- 
zuckers. Durch das Vorhandensein solcher Stoffe wird die quan- 
titative Bestimmung des Rohrzuckers erschwert, zuweilen sogar 
unmdglich gemacht. Man sollte aber denken, dafi man den 
Gesamtgehalt der Samen an wasserldslichen Kohlenhydraten 
aus der Glukosemenge berechnen koénne, die in den mit Wasser 
oder mit verdiinntem Weingeist hergestellten Samenextrakten 
nach dem Erhitzen mit verdiinnter Schwefelsiéiure oder Salz- 
siure sich vorfindet. Doch gelangt man auf diesem Wege in 
der Regel nicht zu brauchbaren Resultaten, und zwar aus 
folgenden Griinden:!) 1. Fiir die Inversion der Polysaccharide 
ist im allgemeinen die Anwendung starkerer Séuren und lingeres 
Erhitzen erforderlich, als fiir die Inversion des Rohrzuckers. 
Da nun die sowohl aus dem Rohrzucker als aus vielen Poly- 
sacchariden bei der Hydrolyse entstehende Fruktose bei 
lingerem Kochen mit verdiinnter Schwefelsiure oder Salzsdure 
zersetzt wird, so findet sich in dem Zeitpunkte, in welchem 
die Inversion der im Extrakt vorhandenen Kohlenhydrate vol- 
lendet ist, die aus letzteren entstandene Glukose nicht mehr 
vollstindig vor. Auch liegt es im Bereiche der Modglichkeit, 


') In betreff dieser Griinde kann auch auf die Abhandlung E.Schulzes: 
«Zur quantitativen Bestimmung der Kohlenhydrate>» in der Chemikerzeitung, 
1894, Nr. 29, verwiesen werden. 
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daB die Inversion von einem in seiner Wirkung entgegenge- 
setzten Vorgange, niimlich von einer Reversion, in geringerem 
Grade begleitet ist; auch dieser Vorgang wiirde aber ein Defizit 
an Glukose bedingen. 2. Durch die gleiche Quantitaét verschie- 
dener Glukosen wird aus Fehlingscher Lésung nicht die gleiche 
Kupfermenge reduziert; man kann also aus dem Resultat die 
Glukosemenge nur dann genau berechnen, wenn man weil, 
was fiir Glukosen vorliegen; auch kann man bei Anwendung 
des Verfahrens auf ein Gemenge von zwei bekannten Glukosen 
zu einem richtigen Ergebnis nur dann gelangen, wenn man 
das Mengenverhiltnis kennt, in welchem diese Glukosen zu- 
einander stehen. 

Wir haben uns bei dieser Sachlage darauf beschriinkt, 
den Gehalt der Kerne an wasserléslichen stickstofffreien Stoffen 
approximativ zu bestimmen, und zwar nach folgendem Ver- 
fahren: Ein in oben beschriebener Weise dargestellter wisse- 
riger Samenextrakt wurde auf ein bestimmtes Volumen gebracht : 
in abgemessenen Anteilen dieses Extraktes bestimmten wir so- 
dann den Stickstoffgehalt nach Kjeldahls Verfahren, sowie 
den Gehalt an Trockensubstanz. Bei Ausfiihrung der letzteren 
Bestimmung wurde die Fliissigkeit in einer gewogenen Platin- 
schale eingedunstet, der Verdampfungsriickstand sodann auf 
heiBem Sand in einem Vakuumexsikkator, in einigen Fiillen 
auch im Luftbade, bis zur Gewichtskonstanz getrocknet, hierauf 
gewogen. Der nach Abrechnung der Aschenmenge und der 
stickstoffhaltigen Stoffe (berechnet aus dem Stickstoffgehalt durch 
Multiplikation mit dem Faktor 6) bleibende Teil der Trocken- 
substanz wurde als «wasserldsliche stickstofffreie Substanz» in 
Rechnung gestellt. 

Die nach diesem Verfahren erhaltenen Zahlen sind zwar 
nicht frei von Versuchsfehlern,!) doch sind diese Fehler nicht 





') Es ist schwierig, den Trockensubstanzgehalt eines solchen Wasser- 
extraktes ganz genau zu bestimmen, weil beim Eindunsten kleine Ver- 
anderungen vorgehen kénnen (die dabei fast immer eintretende Briunung 
des Extraktes deutet auf solche Verinderungen hin). Auch ist man nicht 
sicher, den Gehalt des Extraktes an stickstoffhaltigen Stoffen durch Multi- 
plikation der darin vorgefundenen Stickstoffmenge mit dem Faktor 6 genau 
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von groher Bedeutung. Doppelbestimmungen, die in dem gleichen 
Extrakte ausgefiihrt wurden, gaben ziemlich gut tibereinstim- 
mende Zahlen. 

Die in solcher Weise erhaltenen Resultate!) sind in der 
nachfolgenden Tabelle zusammengestellt. 


Gehalt der entschalten 
Samen an wasserloslichen stickstoff- 
freien Stoffen. 


Arve, Pinus Cembra 9.30°/o 
Seekiefer, Pinus maritima 4,43 /o 
Gelbe Lupine, Lupinus luteus 14,43%/o 
Blaue Lupine, Lupinus angustifolius 16,57 °/o 
(;emeine Schminkbohne, Phaseolus vulgaris 10,2 °/o ?) 
Sonnenblume, Helianthus annuus 7,64°/o 
Kiirbis, Cucurbita Pepo 2,99°/o0 
Buche, Fagus silvatica 10,05 °/o 
Ricinus, Ricinus communis 4,72°]o 
Hasel, Corylus avellana 4,32 919 
Wallnuf, Juglans regia 5,27 °/o 
Mandel, Amygdalis communis 5,90°/o 


Die Zahlen der vorstehenden Tabelle zeigen, daf der Ge- 
halt an «wasserléslichen stickstofffreien Stoffen» bei den von 
uns untersuchten Samenkernen grofe Verschiedenheiten auf- 
wies. Am reichsten an solchen Stoffen waren die Kerne der 
Lupinensamen, was durch den hohen Lupeosegehalt dieser 
Objekte bedingt ist. Auch bei Phaseolus vulgaris, Fagus silva- 
tica und Pinus Cembra war das Resultat ein relativ hohes. 
Die Kerne der zuerst genannten Samenart enthalten, wie aus 
den weiter oben gemachten Angaben zu ersehen ist, ein bei der 
Hydrolyse Galaktose lieferndes Kohlenhydrat in betrachtlicher 
Quantitét; bei Fagus silvatica und Pinus Cembra war die Aus- 
zu finden; ein diesem Umstande entspringender Fehler kann freilich nicht 
von grofem Belang sein, da der Stickstoffgehalt der Extrakte fast stets 
nur gering 1st. 

') In betreff der analytischen Belege zu diesen Bestimmungen ver- 
weisen wir auf die oben schon zitierte Inauguraldissertation von Ch. Godet. 

?) Diese Bestimmung wurde in unserem Laboratorium von U. Pfen- 


ninger ausgefihrt. 
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beute an Rohrzucker relativ hoch. Bei den iibrigen Objekten 
liegen die Zahlen niedriger; hier fanden sich wahrscheinlich 
neben dem stets nachgewiesenen Rohrzucker andere wasser- 
lésliche Kohlenhydrate nicht in bedeutender Quantitét vor. 
Ubrigens braucht kaum gesagt zu werden, dai die in der an- 
gegebenen Weise quantitativ bestimmten stickstofffreien Stoffe 
nicht ausschlieBlich Kohlenhydrate waren; ohne Zweifel fanden 
sich darunter stets auch organische Siiuren, wahrscheinlich 
auch noch andere, dem Nachweis sich entziehende Substanzen 
vor. Doch kann kaum bezweifelt werden, daB in allen Fiillen 
die «wasserléslichen stickstofffreien Stoffe» zum gr6Bten Teil 
Kohlenhydrate waren. 


G. Hemicellulosen. 


In Wasser unldsliche Kohlenhydrate, die auferhalb der 
Zellwandungen vorkommen, sind mit Ausnahme des Stirke- 
mehls als Bestandteile von Pflanzensamen kaum bekannt. In 
den Zellwandungen der Samen findet man aber in grofer Ver- 
breitung Stoffe, die beim Erhitzen mit stark verdiinnten Mineral- 
siuren in LOsung gehen und dabei Glukosen (Hexosen und 
Pentosen) liefern. Man pflegt diese Stoffe als Hemicellulosen 
zu bezeichnen. Sie finden sich nicht nur in den Samen- und 
Fruchtschalen, sondern auch in den Kernen der Samen vor. 
Von ihrem Vorkommen in den Schalen soll im zweiten Teile 
dieser Abhandlung die Rede sein; an dieser Stelle sind nur die 
in den Kernen sich findenden Stoffe dieser Art zu besprechen. 

Reich an Hemicellulosen sind nach den in unserem La- 
boratorium friiher ausgefiihrten Untersuchungen') die stirke- 
mehlfreien und auch nicht viel Fett enthaltenden Kerne der 
Lupinensamen. Die Hemicellutosen finden sich hier vorzugs- 
weise, vielleicht sogar ausschlieBlich, in den stark verdickten 





*) Wir verweisen auf die von E. Schulze in dieser Zeitschrift, 
Bd. XIV, S. 227—273, Bd. XVI, S. 387—438, und Bd. XIX, S. 38—69, 
publizierten drei Abhandlungen «Zur Chemie der pflanzlichen Zellmem- 
branen». In der ersten dieser Abhandlungen sind Untersuchungen be- 
schrieben, die unter Mitwirkung von E. Steiger und W. Maxwell aus- 
gefiithrt worden sind. 
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Zellwandungen der Cotyledonen. Bei der Hydrolyse liefern sie 
viel Galaktose, daneben in geringerer Quantitéat Arabinose. 
Gegen stark verdiinnte Mineralséuren besitzen sie nur geringe 
Widerstandsfihigkeit. DaB sie wihrend des Keimungsvorganges 
in Lésung gehen und da sie als Reservestoffe dienen, ist mit 
Sicherheit nachgewiesen worden.') Auch in staérkemehlhaltigen 
Leguminosensamen, z. B. in den Samen von Vicia faba, Vicia 
sativa, Pisum sativum und Phaseolus vulgaris sind Hemicellulosen 
vorhanden. Ferner sind im Endosperm vieler Samen Hemi- 
cellulosen, die bei der Hydrolyse Mannose liefern, nachgewiesen 
worden,*) z. B. in den Kaffeebohnen, in den Samen vieler 
Palmaceen, sowie in Samen von Ruscus aculeatus (Familie der 
Liliaceen*)). Auch in diesen Samen treten die Hemicellulosen 
meistens in bedeutender Quantitaét auf; neben Mannose liefern 
sie bei der Hydrolyse in der Regel noch andere Glukosen, z. B. 
Galaktose in geringerer Menge. Daf auch diese mannanhaltigen 
Hemicellulosen als Reservestoffe dienen, unterliegt keinem Zweifel. 

Wie schon in der Einleitung erwahnt worden ist, machten 
wir die Beobachtung, daB auch die Kerne sehr fettreicher Samen, 
obwohl sie in Form von Fett ein sehr grofBes Quantum von 
stickstofffreiem Reservematerial einschlieBen, doch daneben noch 
Hemicellulosen enthalten. Dies veranlaBte uns, eine Anzahl 
solcher Samen auf die genannten Zellwandbestandteile zu unter- 
suchen. Dies geschah in folgender Weise: Die mit Hilfe von 
Ather entfetteten, sehr fein zerriebenen Kerne wurden mit kalter 
0,25°/oiger Natronlauge wiederholt extrahiert, bis der vom Riick- 
stande durch Abhebern getrennte Extrakt beim Neutralisieren 
mit Essigsiure nur noch eine auferst geringe Fallung gab. Der 
Riickstand wurde hierauf mit Wasser bis zum Verschwinden 





') Diese Zeitschrift, Bd. XXI, S. 392—411. 

?) Untersuchungen iiber die bei der Hydrolyse in Mannose iiber- 
gehenden Zellwandbestandteile sind zuerst von R. Reiss (Ber. d. Deutsch. 
chem. Ges., Bd. XXII [1889], S. 609, ausfiihrlicher in den Landwirtschaft- 
lichen Jahrbiichern, Bd, XVIII, S. 711—765) spater auch in unserem La- 
boratorium (wir verweisen auf die in der Anmerkung 1 zitierten Abhand- 
lung) ausgefiihrt worden. 

8) Dieser Samen wurde von N. Castoro (Diese Zeitschrift, Bd. XLIX, 
S. 96) in unserem Laboratorium untersucht. 
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der alkalischen Reaktion, dann mit Alkohol und Ather ausge- 
waschen, schlieBlich im Exsikkator tiber konzentrierter Schwefel- 
siiure getrocknet. Da dieser Riickstand fast immer noch Protein- 
stoffe in nicht unbetréchtlicher Quantitét enthielt, so lieBen wir 
in einigen Fallen auf die Behandlung mit 0,25°/oiger Natron- 
lauge, die dann jedoch nicht so oft wiederholt wurde, noch eine 
Behandlung mit Trypsin’) folgen, es gelang dadurch noch einen 
Teil der Proteinstoffe zu entfernen. Bei stirkemehlhaltigen 
Samen liefen wir zur Entfernung dieses Bestandteils der Ex- 
traktion mit 0,25°/oiger Natronlauge eine in geeigneter Weise 
ausgefiihrte Behandlung mit Malzextrakt vorausgehen. 

Die bei der Behandlung der zerriebenen Kerne mit den 
genannten Extraktionsmitteln verbliebenen Riickstande gaben fast 
ohne Ausnahme beim Erhitzen mit Phloroglucin und Salzsiure 
kirschrote Lésungen?) und lieferten bei der Destillation mit Salz- 
siiure Furfurol, woraus auf das Vorhandensein von Pentosanen 
zu schlieBen ist. Ferner lieferten sie beim Erhitzen mit 2!/2- bis 
3°/oiger Schwefelsdure L6sungen, durch welche die F ehlingsche 
Fliissigkeit beim Erhitzen reduziert wurde. Wenn diese Lésungen, 
nachdem sie mittels Baryumhydroxyd von der Schwefelsaéure 
befreit worden waren, eingedunstet, die Verdampfungsriickstiinde 
sodann mit Salpetersdure vom spezifischen Gewicht 1,15 er- 

') Wir verfuhren dabei in folgender Weise: In einem durch Er- 
hitzen auf 120—130° gut sterilisierten Glaskolben wurden auf 8 Teile der 
entfetteten und fein pulverisierten Samenkerne 0,1 Teil eines von Merck 
hezogenen Trypsinpriparates gebracht; dann fiigten wir so viel durch 
Natriumearbonat alkalisch gemachtes Wasser hinzu, daf\ die Masse einen 
diinnen Brei bildete. Dieser Brei wurde durch Zusatz von Chloroform 
sowie durch Uberschichtung mit Toluol antiseptisch gemacht, dann 5—6 Tage 
lang auf 35—40° erwarmt (wahrend dieser Zeit war der Kolben durch 
einen Wattestépsel verschlossen). Dann wurde der bei dieser Behandlung 
ungelést gebliebene Teil des Samenpulvers zuerst durch Dekantieren, 
dann auf dem Filter ausgewaschen. Die Filtration und das Auswaschen 
gingen bei einigen Objekten sehr langsam vonstatten. Daf auf diese 
Weise der Proteingehalt der Riickstande noch verringert werden konnte, 
wurde durch Ausfiihrung einiger quantitativen Bestimmungen nachgewiesen. 

*) Beim Erhitzen mit Phloroglucin-Salzsdure setzten wir meistens 
nach dem von Seilliére (Soc. biolog., 1907, Bd. LXIII) gemachten Vor- 
Schlage etwas Eisessig zu. 
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hitzt wurden, so entstand fast immer Schleimsdure. Diese 
Beobachtungen machen es héchstwahrscheinlich, daB jene Riick- 
stiinde Hemicellulosen einschlossen. Das Vorhandensein dieser 
Zellwandbestandteile ist aber auch fiir die im folgenden auf- 
gefiihrten Objekte durch mikrochemische Untersuchungen nach- 
gewiesen worden (nur fiir Fagus silvatica liegt uns keine Beob- 
achtung vor). Wir verdanken dieselben zum Teil der Gefialligkeit 
des Herrn Prof. H. C. Schellenberg. Unter seiner Leitung 
untersuchte der eine von uns (Ch. Godet) die Samen yon 
Amygdalus communis, Corylus aveliana und Juglans regia unter 
dem Mikroskop. Es zeigte sich, daf bei allen drei Samen die 
Zellwandungen der Cotyledonen Hemicellulosen, d. h. in stark ver- 
diinnter heiSer Schwefelsiure lésliche Bestandteile enthielten.: | 
Ferner teilte uns Herr Prof. Schellenberg mit, daB nach den 
von ihm friiher schon gemachten Beobachtungen auch in den 
Samenkernen von Ricinus communis, Cucurbita Pepo, Helianthus 
annuus und Soja hispida Hemicellulosen enthalten sind. Das 
gleiche gilt fiir die Samenkerne von Pinus Cembra; hier finden 
sich Hemicellulosen in den Zellwandungen des Endosperms vor.*) 
Die sehr fettreichen Samenkerne der folgenden Pflanzen wurden 
in dieser Weise, und zwar stets mit positivem Resultat auf Hemi- 
cellulosen gepriift. 


Arve, Pinus Cembra, 

Sojabohne, Soja hispida, 
Sonnenblume, Helianthus annuus, 
Kiirbis, Cucurbita Pepo, 

Ricinus, Ricinus communis, 
Rotbuche, Fagus silvatica, 
Mandel, Amygdalus communis, 
Hasel, Corylus avellana, 

Walnuf, Juglans regia. 









') In betreff der Details verweisen wir auf die oben schon zitierte 
Inauguraldissertation von Ch. Godet, Ziirich 1909. 

?) Uber diesen Befund, den wir gleichfalls der Gefilligkeit des 
Herrn Prof. C. Schellenberg verdanken, ist schon in den Landwirt- 
schaftlichen Versuchsstationen, Bd. LXVII, S. 59, eine Mitteilung gemacht 
worden. 
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Diese Beobachtungen geben im Verein mit den weiter 
oben schon erwihnten Untersuchungsresultaten einen Beweis 
fiir die groBe Verbreitung von Hemicellulosen in den Kernen 
der Pflanzensamen. 

Wir haben uns nicht darauf beschrinkt, in der angegebenen 
Weise die Kerne auf Hemicellulosen zu priifen, sondern wir ver- 
suchten auch bei einigen Objekten, und zwar bei Soja hispida, 
Amygdalis communis, Cucurbita Pepo, Corylus avellana und 
Ricinus communis die bei der Hydrolyse jener Zellwandbestand- 
teile entstandenen Glukosen zu isolieren, wozu selbstverstind- 
lich grOBere Quantitaten von Ausgangsmaterial verwendet werden 
muften. Da die bei Behandlung der fein zerriebenen entfetteten 
Kerne mit 0,25°/oiger Natronlauge verbliebenen hemicellulose- 
haltigen Riickstinde, wie oben schon erwahnt wurde, meistens 
noch Proteinstoffe in nicht unbetrichtlicher Quantitét ein- 
schlossen,!) so haben wir bei den meisten der oben genannten 
fiinf Objekte auf die Behandlung mit kalter Natronlauge noch 
eine solche mit Trypsin folgen lassen; doch waren auch die 
dabei erhaltenen Riickstinde nicht frei von Proteinstoffen. Die 
Kerne der Samen von Soja hispida muften zur Entfernung des 
darin enthaltenen Stirkemehls auch mit Malzextrakt behandelt 
werden. Im tbrigen verfuhren wir in der Weise, daB wir die 
hemicellulosehaltigen Riickstinde einige Stunden lang mit 3°/oiger 
Schwefelsiure kochten, die dabei entstandenen Lésungen mittels 
Baryumhydroxyd von der Schwefelséure befreiten und sodann 
bis zur Sirupkonsistenz eindunsteten. Der Sirup wurde zuerst mit 





1) Wenn man hemicellulosereiche Samenkerne, z. B. diejenigen von 
Lupinus angustifolius und Lupinus hirsutus wiederholt mit kalter, 0,25 °/oiger 
Natronlauge extrahiert, so erhalt man Riickstinde, die nur einen héchst 
geringen Prozentgehalt an Protein besitzen (man v¢gl!. die in den oben 
zitierten Abhandlungen von E. Schulze sowie von E. Schulze und 
N. Castoro dafiir angegebenen Zahlen). Behandelt man aber in der 
gleichen Weise Samenkerne, die arm an Hemicellulosen, dagegen reich 
an Proteinen sind, so erhadlt man, da niemals das Protein vollstandig 
extrahiert wird, hemiceilulosehaltige Riickstande, deren prozentiger Protein- 
gehalt sehr betrachtlich ist. Doch bildet das in diesen Riickstinden sich 
noch vorfindende Protein nur einen kleinen Bruchteil der Proteinmenge, 
die in dem betreffenden Samenkorn im ganzen enthalten war. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. LXI. 21 
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heiBem 95°/oigem, dann meistens noch mit etwas schwiacherem 
Weingeist behandelt. Die vom Riickstand abgegossene Lésung 
wurde eingedunstet, der Verdampfungsriickstand wieder mit 
heiBem Weingeist behandelt, wobei wieder etwas Substanz un- 
gelést blieb. Nachdem diese Reinigungsoperation noch ein- 
oder zweimal wiederholt worden war, tiberlieBen wir die wein- 
geistige Lésung unter einer Glasglocke tiber Schwefelsaéure der 
langsamen Verdunstung, wobei hin und wieder etwas Alkohol 
zugefiigt wurde. In zwei Fiillen lieferten diese L6sungen binnen 
1—2 Tagen, in anderen erst nach langerem Stehen Krystalle. 
Die fiir die einzelnen Objekte erhaltenen Resultate teilen wir 
im folgenden mit: 

Soja hispida. Die in der oben beschriebenen Weise 
erhaltene Glukoselésung lieferte beim Stehen tiber konzentrierter 
Schwefelsiiure unter einer Glasglocke bald Krystalle, die sich 
als Galaktose erwiesen. Nachdem sie aus verdiinntem Wein- 
geist umkrystallisiert worden waren, ergab die Untersuchung 
im Polarisationsapparate folgendes Resultat: Eine wiisserige 
Lésung, die in 10 cem 0,500 g Substanz enthielt, drehte bei 
16,5° C. im 200 mm-Rohr 24,1° S. V. nach rechts; demnach 
aj> — + 82,9°. 

Diese Zahl liegt dem fiir reine Galaktose angegebenen 
Werte sehr nahe. Eine Bestiitigung fiir die Annahme, daf diese 
Zuckerart vorlag, lieferte noch das bei der Oxydation der Kry- 
stalle durch Salpeterséure erhaltene Resultat; das Gewicht der 
dabei entstandenen Schleimsdure (Schmelzpunkt 212°) betrug 
nimlich 70°/o vom Gewicht der fiir den Versuch verwendeten 
Krystalle. 

Die von den Galaktosekrystallen abgegossene Mutterlauge 
gab nach Zusatz einer weingeistigen Lésung von Benzylphenyl- 
hydrazin eine Ausscheidung, die sich als das Benzylphenyl- 
hydrazon der Arabinose erwies.!) Sie stimmte im Aussehen 
mit einem aus reiner Arabinose dargestellten Praparate dieses 


ist 








') Bei Darstellung dieses Hydrazons befolgten wir die von Ruff 
und Ollendorf (Ber. d. Deutsch. chem. Ges., Bd. XXXII, S. 3235) ge- 


gebene Vorschrift. 
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Hydrazons tiberein und schmolz nach dem Umkrystallisieren 
aus Alkohol bei 171°, wahrend fiir jenes Praéparat unter gleichen 
Bedingungen ein Schmelzpunkt von 172-—173° gefunden wurde. 

Die Hemicellulosen der Kerne lieferten also bei der Hy- 
drolyse Galaktose und Arabinose. 

Amygdalus communis. Die weingeistige Glukoselésung 
lieferte Krystalle, die sich als Arabinose erwiesen. Nachdem 
sie aus Weingeist umkrystallisiert worden waren, wurden sie 
im Polarisationsapparate untersucht; dabei ergab sich folgendes 
Resultat: 

Eine wisserige Losung, die in 10 ccm 0,8699 g Substanz 
enthielt, drehte bei 17,5° C. im 200 mm-Rohr 52° S. V. nach 
rechts; demnach ist |a|? = + 103,0°. 

Fur reine Arabinose ist bekanntlich [a]? = +- 104—105°. 
Eine Bestiitigung fiir die SchluBfolgerung, da’ diese Zuckerart 
vorlag, lieferte die Untersuchung des in bekannter Weise daraus 
dargestellten Benzylphenylhydrazons. Dasselbe stimmte im 
Aussehen mit einem aus reiner Arabinose dargestellten Pri- 
parate dieser Verbindung tiberein und schmolz wie dieses bei 
172—173 °. 

Die von den Arabinosekrystallen getrennte Mutterlauge gab 
beim Erhitzen mit Salpeterséure vom spezifischen Gewicht 1,15 
Schleimsiiure (Schmelzpunkt 214°.) Daraus ist zu schliefen, 
dai in der Glukoselésung neben Arabinose auch Galaktose sich 
vorfand. Die Priifung dieser Lésung auf Mannose gab ein nega- 
tives Resultat, ebenso auch die Priifung auf Fruktose. 

Ricinus communis. Eine Lésung, die den in Weingeist 
am leichtesten ldslichen Teil des bei Hydrolyse der Hemi- 
cellulose entstandenen Glukosesirups enthielt, lieferte Krystalle, 
die sich als Arabinose erwiesen. Beim Erhitzen mit Phloro- 
glucin und Salzsiéure gaben sie eine kirschrote Flissigkeit. Da 
ihre Quantitaét fiir die Untersuchung im Polarisationsapparate 
nicht gentigte, so verwendeten wir sie zur Darstellung des 
Benzylphenylhydrazons. Letzteres stimmte im Aussehen und 
im Schmelzpunkte (172°) mit einem aus reiner Arabinose dar- 
gestellten Praparate der gleichen Verbindung tiberein. 

Beim Erhitzen mit Salpeterséure vom spezifischen Gewicht 


21* 
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1,15 gab der Glukosesirup Schleimsaure. Die Priifung des 
Sirups auf Mannose und auf Fruktose gab negative Resultate. 

Corylus avellana. Obwohl der in Weingeist am leich- 
testen lésliche Teil des bei der Hydrolyse der Hemicellulosen 
erhaltenen Glukosesirups beim Erhitzen mit Phloroglucin und 
Salzsiure eine kirschrote Fliissigkeit gab, gelang es doch nicht, 
aus demselben eine Pentose krystallisiert zu erhalten. Dagegen 
konnte aus der weingeistigen Lésung des Sirups eine kleine 
Quantitaét von Krystallen gewonnen werden, die wahrscheinlich 
Galaktose waren; doch war ihre Menge zu gering, um sie 
mit Sicherheit identifizieren zu konnen. Auf das Vorhandensein 
von Galaktose ist aber daraus zu schlieBen, daB der Glukose- 
sirup beim Erhitzen mit Salpeterséure (spez. Gew. 1,15) Schleim- 
siiure lieferte. Die Priiffung des Sirups auf Mannose und auf 
Fruktose gab negative Resultate. 

Cucurbita Pepo. Aus einer Losung, die den in Wein- 
geist am leichtesten léslichen Teil des bei Hydrolyse der Hemi- 
cellulosen erhaltenen Glukosesirups enthielt, lieS sich auch hier, 
ebenso wie bei Corylus avellana, keine Pentose in Krystallen 
gewinnen, obwohl dieser Teil des Sirups beim Erhitzen mit 
Phloroglucin und Salzsiure Pentosereaktion gab und obwohl 
wir diese weingeistige Lo6sung unter Bedingungen, die fiir die 
Krystallisation giinstig waren, der langsamen Verdunstung tiber- 
lieben. Auch konnten wir nicht durch Zusatz von Benzy!- 
phenylhydrazin zu dieser LOsung das Benzylphenylhydrazon der 
Arabinose zur Abscheidung bringen. Dies kénnte dafiir sprechen, 
dafi die Lésung Xylose enthielt; doch kann nach den von uns 
gemachten Erfahrungen gerade die Xylose aus weingeistiger 
Losung unter den von uns gewiahlten Versuchsbedingungen 
leicht zum Krystallisieren gebracht werden. Man konnte zur 
Erklirung jener Erscheinungen annehmen, dafB hier eine leicht 
lésliche und schwer krystallisierende Pentose, die bis jetzt nicht 
bekannt war, sich vorfand; doch entbehrt selbstverstandlich 
eine solche Vermutung bis jetzt noch der geniigenden Stiitze. 
Fand sich aber hier wirklich eine solche Pentose vor, dann 
ist es wahrscheinlich, daB dieselbe auch in der aus den Hemi- 
cellulosen von Corylus avellana entstandenen Glukoselosung 
enthalten war. 
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Bei der Oxydation mit Salpetersdure (spez. Gew. 1,15) 
lieferte der Glukosesirup Schleimséure (Schmelzpunkt 213°). 
Die Priifung des Sirups auf Mannose und Fruktose gab negative 
Resultate. 

Wie aus den im vorigen gemachten Angaben zu ersehen 
ist, lieferten die Hemicellulosen der Kerne von Soja hispida, 
Amygdalus communis, Ricinus communis, Corylus avellana und 
Cucurbita Pepo sémtlich bei der Hydrolyse eine bei der Oxy- 
dation schleimséuregebende Glukose, die man fiir Galaktose 
erkliiren darf; aus drei Objekten lieB sich zugleich Arabinose 
gewinnen. Die Isolierung einer Pentose gelang nicht bei Corylus 
avellana und Cucurbita Pepo. Wenn die Ursache fiir diesen 
Miferfolg nicht dadurch verursacht wurde, daf eine bisher 
noch unbekannte schwer krystallisierende Pentose vorhanden 
war, so muB man annehmen, das Nebenbestandteile der Glukose- 
ljsungen das Auskrystallisieren der Pentose verhinderten. Die 
hemicellulosehaltigen Riickstiéinde aus den genannten Samen 
schlossen, wie oben schon erwahnt wurde, stets noch Protein- 
stoffe in nicht unbetrichtlicher Quantitét ein; da nun letztere 
beim Erhitzen jener Riickstiinde mit 3°/oiger Schwefelsiiure 
partiell in Lésung gingen, so waren die Glukoselésungen durch 
stickstoffhaltige Stoffe verunreinigt, und es scheint, dafi diese 
das Auskrystallisieren der Glukosen erschwerten. Wir haben 
in spater ausgeftihrten Versuchen (man vgl. den Abschnitt Il) 
die Glukosel6sungen durch Versetzen mit Phosphorwolfram- 
siure gereinigt und die Beobachtung gemacht, daB dies giinstig 
auf das Auskrystallisieren der Glukosen wirkte; in den im 
vorigen beschriebenen Versuchen ist dies aber nicht geschehen. 

Auch die Glukoselésungen, welche bei Hydrolyse der in 
den Kernen von Pinus Cembra, Helianthus annuus und Juglans 
regia enthaltenen Hemicellulosen resultierten, lieferten Schleim- 
siiure, als wir sie eindunsteten und die Verdampfungsriick- 
stiinde mit Salpetersiure (spez. Gew. 1,15) erhitzten. Bei einem 
der oben genannten fettreichen Samen, nimlich bei Fagus 
silvatica, ist die Priifung auf einen Galaktosegehalt der Glukose- 
losung nicht ausgefiihrt worden. !) 


‘) Das beziigliche Material war verbraucht worden und es ge- 
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Wie oben schon gesagt worden ist, enthielten die von 
uns untersuchten fettreichen Samenkerne Hemicellulosen fast 
immer nur in kleiner Quantitét. Beim Aussprechen dieser An- 


sicht stiitzen wir uns nicht nur auf die von uns in bezug auf 


die Ausbeute an Glukosen gemachten Beobachtungen, sondern 
es liegen uns auch einige Versuche vor, in denen der Hemi- 
cellulosegehalt der Kerne approximativ bestimmt wurde. 
Dabei kamen zwei Verfahren in Anwendung. Wenn man nach 
der in der Pflanzenanalyse gewohnlich angewendeten Methode 
den Gehalt an «stickstofffreien Extraktstoffen» bestimmt, und 
von letzterem die «wasserloslichen stickstofffreien Stoffe», er- 
mittelt in der im Abschnitt E angegebenen Weise, in Abrech- 
nung bringt, so bleibt der in Wasser unlosliche Teil der stick- 
stofffreien Extraktstoffe tibrig; dieser Teil besteht aber, falls 
kein Starkemehl vorhanden ist, im wesentlichen, vielleicht 
sogar ausschlieblich aus Hemiecellulosen. Bei starkemehlhaltigen 
Kernen muf selbstverstiindlich auch das Staérkemehl in Ab- 
rechnung gebracht werden, um den Hemicellulosegehalt zu 
finden. Auf Genauigkeit kénnen die in dieser Weise erhaltenen 
Zahlen freilich keinen Anspruch machen. Bekanntlich sind die 
nach dem gewohnlich angewendeten Verfahren fiir den Gehalt 
an «stickstofffreien Extraktstoffen1) erhaltenen Zahlen mit nicht 
unbetrichtlichen Fehlern behaftet. Das Gleiche gilt, wie oben 
schon gesagt worden ist, auch fir die fiir den Gehalt an 
«wasserlislichen §stickstofffreien Stoffen» gefundenen Werte. 
Infolge davon kénnen auch die auf dem angegebenen Wege 
fiir den Hemicellulosegehalt der Kerne erhaltenen Zahlen nicht 
genau sein. 

Uber das zweite Verfahren zur approximativen Bestim- 
mung der Hemicellulosen ist folgendes zu sagen: Die in oben 
beschriebener Weise erhaltenen hemicellulosehaltigen Riick- 


lang uns nicht, bis zum Abschluf unserer Arbeit neue Samen von Fagus 


silvatica zu erhalten. 

‘) Um den Gehalt der Pflanzen an stickstofffreien Extraktstofien 
zu bestimmen, subtrahiert man bekanntlich vom Gewicht der Trocken- 
substanz die Summe der fiir stickstoffhaltige Stoffe, Atherextrakt, Rol- 
faser und Asche gefundenen Gehaltszahlen. 
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stinde der Kerne schliefen neben Cellulose und Hemicellulose 
einen Teil der Proteinstoffe und etwas Asche ein. Subtrahiert 
man vom Gewichte dieses Riickstands die darin enthaltene 
Proteinmenge (berechnet durch Multiplikation des Stickstoff- 
gehalts mit dem Faktor 6) und die Asche, so bleibt, falls kein 
Stiirkemehl vorhanden ist, ein Rest, der aus Cellulose und 
Hemicellulosen besteht. Zieht man von diesem Rest die Koh- 
fasermenge ab, so bleiben die Hemicellulosen iibrig. Allerdings 
wird dabei vorausgesetzt, daf die Rohfaser frei von Hemi- 
cellulose ist; falls dies aber nicht genau zutrifft, so kann doch 
der dadurch bedingte Fehler nicht bedeutend sein, weil der 
Rohfasergehalt der Kerne fast immer sehr niedrig ist. Bei 
Objekten, welche Stirkemehl enthalten, muB selbstverstiindlich 
letzteres auch noch in Abzug gebracht werden, um den Hemi- 
cellulosegehalt zu finden. Dieses Verfahren hat vor dem zuerst 
beschriebenen insofern einen Vorzug, als die hemicellulose- 
haltigen Riickstaénde stets nur einen kleinen Teil des Proteins 
der Samenkerne einschliefen; der Fehler, welcher daraus ent- 
springt, daB man bei Berechnung des Proteingehalts nicht ge- 
nau weib, mit welchem Faktor man die vorgefundene Stick- 
stoffmenge zu multiplizieren hat, kann daher hier nur ein re- 
lativ geringer sein. Anderseits ist darauf aufmerksam zu 
machen, daf vielleicht ein kleiner Teil der Hemicellulosen in 
Lésung geht, wenn man die fein zerriebenen und entfetteten 
Kerne behufs Entfernung von Proteinstoffen wiederholt mit 
kalter 0,25°/oiger Natronlauge behandelt. Denn es ist nach- 
gewiesen, dafi kalte 5°/oige Natronlauge Hemicellulosen auf- 
list; daB diese Zellwandbestandteile von kalter 0,25°/oiger 
Natronlauge gar nicht angegriffen werden, ist demnach nicht 
wahrscheinlich. Dieser Vermutung entspricht auch die Tatsache, 
daB wir fiir den Hemicellulosegehalt einiger Kerne in der zu- 
letzt_ beschriebenen Weise etwas niedrigere Zahlen erhielten, 
als auf dem zuerst angegebenen Wege. 

Wir haben nach diesen, im folgenden mit I und II be- 
zeichneten Methoden Bestimmungen in einigen an hemicellulose- 
armen Kernen, auferdem aber auch in zwei hemicellulose- 
reichen Objekten, niimlich in den Samenkernen von Lupinus 
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luteus und Lupinus angustifolius, ausgefitihrt. Die dabei erhal- 
tenen Resultate, angegeben in Prozenten der Trockensubstanz 
der Kerne, teilen wir im folgenden mit:') 


Hemicellulosegehalt der Kerne. 
Bestimmt nach Bestimmt nach 


Methode I. Methode II. 

Ricinus communis 2,94°/o 1,829] 
Cucurbita Pepo 2,69°/0 2,10 °/o 
Corylus avellana 4,11°%/o 4,49 9/0 
Amygdalus communis 2,91°/o — 

Fagus silvatica 3,69°/o — 

Juglans regia 2,36 /o 2,34 9/0 
Pinus Cembra 2509/0 — 

Lupinus luteus 10,48 °/o 9,75 °/o 
Lupinus angustifolius 29,95 °/o 26,29 °/o 


Wie man aus den Zahlen der vorstehenden Tabelle er- 
sehen kann, zeigte der Hemicellulosegehalt der Samenkerne 
sehr grofe Verschiedenheiten. Am héchsten war dieser Gehalt 
bei Lupinus angustifolius; dafB die Samenkerne dieser Lupinus- 
art reich an Hemicellulosen sind, und daf letztere bei der Hydro- 
lyse Galaktose und Arabinose liefern, ist durch die in unserem 
Laboratorium ausgefiihrten Untersuchungen (loc. cit.) friiher 
schon nachgewiesen worden. Auch die Samenkerne von Lu- 
pinus luteus enthalten eine ansehnliche Quantitét von Hemi- 
cellulosen; die letzteren liefern nach den oben zitierten Unter- 
suchungen bei der Hydrolyse gleichfalls Galaktose und Arabi- 
nose. Am niedrigsten ist der Hemicellulosegehalt bei Ricinus 
communis, Juglans regia, Amygdalus communis, Cucurbita Pepo 
und Pinus Cembra. Er betrigt hier nur 2—3°/o. 

Daf die fiir den Hemicellulosegehalt der Kerne nach den 
beiden Methoden I und II fiir das gleiche Objekt gefundenen 
Zahlen meistens nicht unbetrachtliche Differenzen aufweisen, 
kann nicht iiberraschen; denn keine dieser beiden Methoden 
ist frei von Fehlern, wie oben schon hervorgehoben wurde. 


') In betreff der analytischen Belege zu diesen und zu den weiter 
unten aufgefiihrten Bestimmungen verweisen wir auf die oben schon zitierte 
Inauguraldissersation von Ch. Godet. 
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Die Methode II hat, mit nur einer Ausnahme, etwas niedrigere 
Resultate geliefert, als die Methode I; dies scheint fiir die 
Richtigkeit der oben schon ausgesprochenen Vermutung, dab 
die 0,25 °/oige kalte Natronlauge aus den fein zerriebenen Kernen 
einen kleinen Teil der Hemicellulosen auszieht, zu sprechen. 
Bei Corylus avellana lieferte aber die Methode II ein etwas 
hiheres, freilich die Fehlergrenze nicht iibersteigendes Resultat; 
worin der Grund dafiir liegt, vermégen wir nicht anzugeben. 

Wir haben ferner auch den Gehalt der Samenkerne an 
unléslichen Pentosanen bestimmt. Dies geschah in der Weise, 
dah eine abgewogene (Quantitét der entfetteten Kerne mit Wasser 
extrahiert, der dabei verbliebene Riickstand sodann der Destil- 
lation mit Salzsaure unterworfen wurde; das dabei tiberdestil- 
lierende Furfurol wurde sodann unter Befolgung der von Tollens 
gegebenen Vorschrift in das Phloroglucid tibergefihrt, letzteres 
nach dem Trocknen gewogen. In einigen Fiillen haben wir 
auch aus der Furfurolquantitaét, die der hemicellulosehaltige 
tiickstand bei gleicher Behandlung lieferte, die in den Kernen 
enthaltene Quantitét unldslicher Pentosane berechnet. Das 
letztere Verfahren wollen wir im folgenden mit A, das zuerst 
beschriebene mit B bezeichnen. Bei Berechnung der Resultate 
wurde angenommen, dafi das in der angegebenen Weise er- 
haltene Furfurol ausschlieBlich aus Pentosanen entstanden war. 
Die von uns erhaltenen Zahlen teilen wir im folgenden mit. 


Gehalt der Trockensubstanz der Kerne 
an unloéslichen Pentosanen. 


Bestimmt nach Bestimmt nach 

Methode A. Methode B. 
Pinus Cembra — 1,5 Jo 
Ricinus communis 0,60 °/o 0,80 °/o 
Cucurbita Pepo = 0,78 °/o 
Corylus avellana 2,03 °/o 1,92 Jo 
Juglans regia 1,26 °/o 1,60°%o 
Amygdalus communis 2,38 9/0 “oe 
Helianthus annuus 1,87 °/o?) — 


‘) Im folgenden teilen wir noch die fiir den Pentosangehalt der 
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Gehalt der Trockensubstanz der Kerne 
an unliéslichen Pentosanen. 


Bestimmt nach Bestimmt nach 
Methode A Methode B 
Fagus silvatica 0,82 °/o aoe 
Lupinus luteus 3,90 9/0 — 
Lupinus angustifolius 4.12 /o — 


Dafi die nach den Methoden A und B fiir die gleichen 
Objekte erhaltenen Resultate nicht genau tbereinstimmen, er- 
klairt sich aus kleinen Versuchsfehlern, die so wohl den auf dem 
einen, wie auf dem anderen Wege abgeleiteten Zahlen anhaften ; 
doch betragen die Differenzen nur 0,11—0,45°/o. 

Die Zahlen der vorstehenden Tabelle zeigen, daf der 
Gehalt der von uns untersuchten Kerne an unloslichen Pento- 
sanen nicht groBh war. Bei drei Objekten betragt der Gehalt 
an solchen Stoffen weniger als 1°/o der Trockensubstanz, bei 
vier anderen liegt er zwischen 1 und 2°/o. Die héchsten Zahlen 
wurden bei den hemicellulosenreichen Kernen von Lupinus luteus 
und Lupinus angustifolius gefunden. 

Unter der Voraussetzung, dafi die in Wasser unldslichen 
Pentosane ausscblieBlich Bestandteile der Hemicellulosen waren, 
laBt sich durch eine Vergleichung der in den beiden letzten 
Tabellen aufgefiihrten Zahlen erkennen, inwieweit die Hemi- 
cellulosen aus Pentosanen bestanden. Man findet dann, dal 
bei einigen Objekten, niémlich bei Pinus Cembra, Amygdalus 
communis und Juglans regia, mindestens die Halfte der Hemi- 
cellulose aus Pentosan bestand. Bei anderen Objekten aber 
machte das Pentosan einen weit geringeren Teil der Hemicellulose 
aus. Bei Lupinus luteus bestand nur ungefahr ein Drittel, bei 
Lupinus angustifolius nur ungefahr ein Siebtel der Hemicellu- 


lose aus Pentosan. 


hemicellulosehaltigen Riickstande gefundenen Zahlen mit. Diese Zahlen 
bedeuten Prozente der Trockensubstanz dieser Riickstande. 
Riickstand aus: 
Pinus Cembra 14,9 °/0 
Corylus avellana = 23,9°/o 
Ricinus communis 18,3°/o 
Cucurbita Pepo 12,2°/o 


Juglans regia 8,2 °/o 
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Es ist aber hier noch darauf aufmerksam zu machen, daf 
die obige Voraussetzung, nach welcher die in Wasser unlés- 
lichen Pentosane ausschlieBlich den Hemicellulosen angehdérten, 
keine ganz sichere ist. Die fiir den Gehalt der Kerne an Hemi- 
cellulosen aufgefiihrten Zahlen sind, wie friiher erwiaihnt wurde, 
durch Abrechnung der «Rohfaser» von den in Ather, Wasser 
und Malzextrakt unldslichen stickstofffreien Stoffen erhalten; 
auch die Rohfaser kann aber Pentosane einschlieBen. Der da- 
durch bedingte Fehler kann aber nicht groB sein, da der Gehalt 
der Kerne an Rohfaser bei den meisten Objekten nur sehr 
niedrig war. 

Auf Grund der im vorigen mitgeteilten Versuchsergebnisse 
darf man behaupten, dafi Hemicellulosen in den Samenkernen 
in sehr grofer, vielleicht sogar in allgemeiner Verbreitung vor- 
kommen. Sie treten in den Kernen zuweilen in sehr ansehnlicher, 
zuweilen nur in recht kleiner Quantitiét auf. Es ist hier aber 
noch einmal hervorzuheben, dafi der Gehalt der Kerne an 
diesen Stoffen sich nur approximativ bestimmen 1aBt. 

Unter den bei Hydrolyse der Hemicellulosen entstehenden 
Produkten treten besonders zwei Glukosen, niéimlich Galak- 
tose und Mannose in grober Quantitét auf. Beispiele dafiir 
sind oben von uns angegeben worden. Sehr hiufig werden 
diese Hexosen von Pentosen begleitet. Es ist bemerkenswert, 
dai wir bisher aus den Hemicellulosen der Samenkerne zwar 
hiufig Arabinose, aber niemals Xylose erhielten. Die zuerst 
genannte Pentose konnte aus den Samenkernen folgender 
Pflanzen dargestellt werden: 


Lupinus luteus, 
Lupinus angustifolus, 
Lupinus hirsutus, 
Soja hispida, 
Phaseolus vulgaris, ') 
Amygdalus communis, 


‘) Die Samen von Phaseolus vulgaris wurden in unserem Labo- 
raiorlum von U. Pfenninger untersucht (die dabei erhaltenen Resultate 
sind noch nicht publiziert worden). 
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Ricinus communis, 
Ruscus aculeatus. ') 

In dem zuletzt genannten Samen fand sich der bei der 
Hydrolyse in Arabinose tibergehende Stoff, das Araban, neben 
Mannan vor; doch war seine Quantitét viel geringer als die- 
jenige des letzteren Bestandteils. In den andern, oben ge- 
nannten Samen trat das Araban in den Hemicellulosen neben 
Galaktan auf. 

Das Vorkommen von Hemicellulosen in den Samenkernen 
bedingt eine Schwierigkeit fiir die quantitative Bestimmung des 
Stiirkemehlgehalts der Samen. Bei Ausftihrung dieser Bestim- 
mung pflegt man die fein zerriebenen Samen nach Entfernung 
der in kaltem Wasser léslichen Kohlenhydrate mit Diastase 
(Malzextrakt) zu behandeln, die dabei erhaltene Lésung mit 
Salzsiiure oder Schwefelsiinre zu erhitzen und sodann ihren 
Glukosegehalt mit Hilfe von Fehlingscher Lésung zu _be- 
stimmen; aus dem dabei erhaltenen Resultat berechnet man 
den Stairkemehlgehalt des Untersuchungsobjektes. E. Schulze 
und N. Castoro?) haben aber gezeigt, daf die Hemicellulosen 
der Lupinensamen durch diastatische Enzyme langsam gelést 
werden. Allerdings bildet sich dabei keine Glukose;  erhitzt 
man aber die vom Riickstand durch Filtration getrennte Lésung 
mit Salzsiure oder Schwefelsiure, so entsteht aus dem in Lésung 
gegangenen Teil der Hemicellulosen Glukose. Auch Griiss*) 
hat gefunden, daf Hemicellulosen durch Diastase gelést werden 
kénnen. Die Aufldsung der Hemicellulosen durch diastatische 
Enzyme erfolgt freilich nur sehr langsam, so daB der durch 
diesen Vorgang bei der Stéirkemehlbestimmung verursachte 
Fehler vermutlich nur gering sein wird, falls man das Unter- 
suchungsobjekt nur einige Stunden lang mit Diastase behandelt. 

Da man nach einer in den Handbiichern‘*) sich findenden 


!) Nach den von N. Castoro (Diese Zeitschrift, Bd. XLIX, S. 97) 
ausgefiihrten Versuchen. 

2) Diese Zeitschrift, Bd. XXXVII, S. 40. 

3) Wochenschrift fiir Brauerei, 1895, Nr. 52. 

4) Z.B. in Kénigs Handbuch der Untersuchung landwirtschaftlich 
und gewerblich wichtiger Stoffe, 2. Auflage, S. 221. 


























Uber die in den Pflanzensamen enthaltenen Kohlenhydrate, 323 


Vorschrift zur Stirkemehlbestimmung das Untersuchungsobjekt, 
nachdem es zum ersten Male mit Malzextrakt behandelt worden 
ist, zur vollstandigen AufschlieBung des Stiirkemehls eine halbe 
Stunde lang der Einwirkung einer 0,1 °/oigen Weinséurelésung 
bei einem Druck von drei Atmosphiren aussetzen, dann noch 
einmal mit Malzextrakt behandeln soll, so war es von Interesse, 
zu priifen, wie sich Hemicellulosen gegen 0,1 °/o ige Weinsiiure- 
lésung unter Druck verhalten. Fiir die beziiglichen Versuche 
verwendeten wir hemicellulosehaltige Riickstande aus den Samen- 
kernen von Lupinus hirsutus, Amygdalus communis und Cucur- 
bita Pepo. Proben dieser Riickstinde wurden mit 0,1 °/oiger 
Weinsdurelosung (50 cem solcher Lésung auf 3 g des luft- 
trockenen Riickstandes) in Rohren aus Jenenser Glas gebracht 
und nach dem Zuschmelzen der ROhren eine Stunde lang auf 
130—135° erhitzt.!) Dann wurde der Inhalt des Rohres aufs 
Filter gebracht, das Filtrat mit etwas Bleizucker versetzt und 
hierauf noch einmal filtriert. Die so erhaltene Flissigkeit er- 
hitzten wir eine halbe Stunde lang mit Salzsiiure; dann wurde 
sie neutralisiert und hierauf mit Fehlingscher Lésung erhitzt. 
In allen Fallen erfolgte Ausscheidung von Kupferoxydul; die 
Menge des letzteren war betrachtlich bei Lupinus _hirsutus, 
geringer bei den anderen Objekten. Diese Versuche zeigen, 
dafi unter den angegebenen Bedingungen etwas Hemicellulose 
in Lésung gegangen war. Fiir die Stérkemehlbestimmung ent- 
springt aus diesem Umstande ein Fehler, der freilich in der 
Regel nur sehr gering sein wird. Die Grédfe dieses Fehlers 
wiirde man in jedem Falle approximativ bestimmen k6nnen, 
indem man das Untersuchungsobjekt nach volliger Auflésung des 
Stairkemehls zirka eine halbe Stunde lang unter den angegebenen 
Versuchsbedingungen mit 0,1°/oiger Weinsdurelosung erhitzt, 
die durch Filtration vom Ungelésten getrennte Flissigkeit sodann 
mit Salzséure kocht und hierauf zur Glykosebestimmung ver- 
wendet. Beim Erhitzen der Flissigkeit mit Salzsiure wurde 
man selbstverstindlich die gleichen Versuchsbedingungen ein- 





') Durch diese Temperatur wird in den Roéhren ein Druck von 
ca. 3 Atmosphiaren hervorgebracht. 
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halten miissen, wie bei Behandlung der beim Auflésen des 
Stirkemehls erhaltenen Fliissigkeit. 


H. Bestandteile des in heifer 3°/oiger Schwefelsaure 
unldéslichen Teils der Zellwandungen. 


Daf die Zellwandungen der Samenkerne neben Hemi- 
cellulosen auch echte in d-Glukose tiberfiihrbare Cellulose ein- 
schliefen witirden, lie} sich zwar von vornherein erwarten. Doch 
war es erforderlich, dies durch den Versuch nachzuweisen. 
E. Schulze’) hat diesen Nachweis fiir einige Objekte, namlich 
fiir die Samenkerne von Lupinus luteus, Pisum sativum und 
Coffea indica, friiher schon geliefert; es erschien uns aber 
wiinschenswert, noch einige der jetzt von uns verwendeten 
Objekte in dieser Richtung zu untersuchen. Wir wihlten dazu 
die Samenkerne von Ricinus communis und von Corylus avellana. 
Der in kochender 3°/oiger Schwefelsiure unlésliche Teil des hemi- 
cellulosehaltigen Riickstandes wurde, nachdem er mit Wasser, 
Alkohol und Ather ausgewaschen und sodann im Exsikkator 
getrocknet worden war, nach der Vorschrift von Flechsig?) 
unter Anwendung von 75°/oiger Schwefelséiure der Hydrolyse 
unterworfen. Die dabei erhaltene Lésung wurde, nachdem sie 
mittels Baryumhydroxyd von der Schwefelsiure befreit worden 
war, eingedunstet, der Verdampfungsriickstand mit heifiem ver- 
diinntem Alkohol behandelt, wobei er bis auf einen kleinen 
Rest in Lésung ging. Der beim Verdunsten der weingeistigen 
Lésung verbliebene Riickstand verwandelte sich binnen 3 bis 
4 Tagen in eine Krystallmasse, die nur eine geringe Menge von 
Mutterlauge einschloS. Zur Entfernung der letzteren wurden 
die Krystalle auf eine Tonplatte gebracht, spater bei 40—50° 
getrocknet und sodann zweimal aus Methylalkohol umkrystal- 
lisiert. Das in dieser Weise erhaltene Produkt erwies sich 
in dem einen wie in dem andern Falle als d-Gluk ose (Trauben- 
zucker), wie aus folgenden Angaben hervorgeht: 


‘) Diese Zeitschrift, Bd. XVI, S. 411. 
*) Diese Zeitschrift, Bd. VII, S. 523. 
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Produkt aus Ricinus communis. 


Die Untersuchung des Zuckers im Polarisationsapparate 
gab folgendes Resultat: 

Eine wiasserige Losung, die in 10 cem 0,4455 g Substanz 
enthielt, drehte bei 20° C. im 200 mm-Rohr 13,5 nach rechts; 
demnach ist: [a]? = + 51,7°. 

Fiir reinen Traubenzucker ist bekanntlich [a]p = + 52,7°. 

Das aus diesem Zucker nach bekanntem Verfahren dar- 
gestellte Osazon schmolz, nachdem es zweimal aus verdiinntem 
Weingeist umkrystallisiert worden war, bei 205° C. Bei der 
gleichen Temperatur schmolz unter gleichen Versuchsbedin- 
gungen ein aus reinem Traubenzucker dargestelltes Priaparat 
der gleichen Verbindung. 


Produkt aus Corylus avellana. 


Die Untersuchung des Zuckers im Polarisationsapparate 
gab folgendes Resultat: 

Eine wasserige Losung, die in 10 ecm 1,0 g Substanz 
enthielt, drehte bei 19° C. im 200 mm-Rohr 30,4° S. V. nach 
rechts; demnach ist [a]p = -++ 52,3°. 

Das aus diesem Zucker dargestellte Osazon schmolz, nach- 
dem es zweimal aus verditinntem Weingeist umkrystallisiert 
worden war, bei 203—204°. 

Diese Versuchsergebnisse beweisen, daB der bei Hydrolyse 
der Cellulose erhaltene und in Krystallform tibergefiihrte Zucker 
d-Glukose war. 

Zu erwihnen ist noch, daf der in der oben beschriebenen 
Weise erhaltene Glukosesirup in beiden Fallen auch eine kleine 
Menge von Mannose einschlof. Letztere wurde durch Fillen mit 
essigsaurem Phenylhydrazin in der Kalte isoliert. Das durch 
Umkrystallisieren aus verdiinntem Weingeist gereinigte Hydrazon 
wurde auf seinen Schmelzpunkt untersucht. Das aus Ricinus 
communis erhaltene Produkt schmolz bei 186°, das aus Corylus 
avellana erhaltene bei 187—188°. Fiir reines Mannosehydrazon 
wird bekanntlich ein Schmelzpunkt von 188—189° angegeben. 

Die Priifung des Glukosesirups auf Galaktose lieferte 
in beiden Fallen negative Resultate. 
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Aus den im vorigen gemachten Angaben ist zu ersehen, 
dais bei allen darauf untersuchten Samenkernen der in kochender 
verdiinnter Schwefelsiure unlésliche Teil der Zellwandungen 
echte, in d-Glukose tiberfiihrbare Cellulose enthielt. 


II. Die Kohlenhydrate der Samen- und Fruchtschalen. 


Die Samen- und Fruchtschalen sind meistens sehr arm 
an stickstoffhaltigen Stoffen und an Fett. Doch gibt es einige 
Ausnahmen von dieser Regel. So fanden wir z. B. in den 
Samenschalen des Kiirbis 3,2°/o Stickstoff, was einem Protein- 
gehalt von ungeliihr 20°/o entspricht. Auch in den Samen- 
schalen der Mandel und der Walnuf, die aus weichen, unter 
den harten Fruchtschalen liegenden Hiuten bestehen, fanden 
wir einen ziemlich hohen Stickstoffgehalt (1,6—1,7 °/o). Diese 
Samenschalen enthielten auch viel Fett, und zwar 15—-16 °/0, 
wiihrend der Gehalt vieler anderer Samen- und Fruchtschalen 
sowohl an stickstoffhaltigen Stoffen wie an Fett (Atherextrakt) 
weniger als je 1 °/o betrug. 

Bemerkenswert ist, dafs die in den Samen- und Frucht- 
schalen enthaltenen Proteine durch kalte 0,2—0,25 °/oige Natron- 
lauge nur zum geringen Teile gelOst werden. Fein zerriebene 
Samenschalen des Kiirbis enthielten nach der Behandlung mit 
Natronlauge solcher Konzentration noch 3°/o Stickstoff. Ein 
ansehnlicher Teil des Proteins ging aber in Loésung, als die 
Samenschalen mit 3 °/oiger Schwefelsiure einige Stunden lang 
erhitzt wurden.') 

Die Samen- und Fruchtschalen sind arm an wasserlds- 
lichen Stoffen. Unter diesen Stoffen finden sich Kohlenhydrate 
nur in sehr kleiner Menge vor; zuweilen scheinen sie fast 
ganz zu fehlen. Bei der Priifung auf solche Stoffe extrahierten 
wir die fein zerriebenen Schalen mit Wasser und erhitzten die 


') Daf aber hier wirklich Protein vorhanden war, wird u. a. dadurch 
bewiesen, dafi wir aus der bei Behandlung der Samenschalen mit einem 
Gemisch von einem Teil Schwefelséure und zwei Teilen Wasser erhaltenen 
Lésung Spaltungsprodukte der Proteinstoffe (Tyrosin, Arginin usw.) iso- 
lieren konnten, nachdem wir diese Lésung ca. 10 Stunden lang am Riick- 
flufkiihler erhitzt hatten. 
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Extrakte, nachdem sie von den durch Bleiessig fillbaren Sub- 
stanzen befreit worden waren, ca. !/2 Stunde lang mit Schwefel- 
siiure oder Salzsdure. Die in dieser Weise erhaltenen Lésungen 
schieden beim Erhitzen mit Fehlingscher Fliissigkeit zuweilen 
nur Spuren, stets aber nur geringe Mengen von Kupferoxydul aus. 

Zum groften Teile bestehen die Samen- und Fruchtschalen 
aus stickstofffreien Stoffen, die in Ather und in Wasser un- 
léslich sind. Der Gehalt an solchen Stoffen betriigt in manchen 
Fallen, z. B. bei den Samenschalen von Pinus Cembra und 
Pinus maritima sowie bei den Fruchtschalen von Fagus silvatica, 
mehr als 90°/o (alle im vorigen angegebenen Prozentzahlen 
beziehen sich auf die Trockensubstanz der Schalen). Unter 
diesen stickstofffreien Stoffen finden sich neben Cellulose auch 
Hemicellulosen in ansehnlicher Quantitét vor. Alle von uns 
darauf untersuchten Schalen gaben beim Zusammenbringen mit 
kalter Salzséure und Phloroglucin sehr stark die Ligninreaktion. 


A. Hemicellulosen. 


In unserem Laboratorium sind friiher schon acht Schalen- 
arten auf Hemicellulosen untersucht worden; und zwar sind 
dies die verwachsenen Samen- und Fruchtschalen des Weizens 
(Triticum vulgare), des Roggens (Secale cereale) und des Mais 
(Zea Mais), sowie die Samenschalen der Arve (Pinus Cembra), 
der Sonnenblume (Helianthus annuus), des Kiirbis (Cucurbita 
Pepo), der weifen Lupine (Lupinus albus) und der blauen 
Lupine (Lupinus angustifolius).!) Welche Glukosen aus den 
Hemicellulosen dieser Schalenarten entstanden, ist aus der 
weiter unten folgenden Zusammenstellung zu ersehen. Wir 
haben jetzt noch die Samenschalen der gelben Lupine (Lupinus 
luteus) und der gemeinen Schminkbohne (Phaseolus vulgaris), sowie 
die braunen Fruchtschalen der WalnuS (Juglans regia) und des 





1) Die Samen- und Fruchtschalen des Weizens und des Roggens 
wurden von E. Schulze und E. Steiger (Diese Zeitschrift, Bd. XVI, 
S. 397) untersucht. Die Samenschalen der Sonnenblume von S. Frank- 
furt (Landwirtsch. Versuchsstationen, Bd. XLIII, S. 161), die Samenschalen 
der Arve, der weiften und blauen Lupine und des Kiirbis von N. Castoro 
(Diese Zeitschrift, Bd. XLIX, S. 96, und Bd. LII, S. 521. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, LXI. 22 
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Hasels (Corylus avellana) in der gleichen Richtung untersucht. 
Durch Untersuchung der Samenschalen von Lupinus luteus 
wollten wir feststellen, ob dieselben bei der Verarbeitung die 
gleichen Glukosen lieferten, wie sie aus den Schalen der beiden 
andern Lupinusarten (Lupinus albus und Lupinus angustifolius) 
erhalten worden waren. Die im vorigen genannten Frucht- 
schalen zogen wir in den Kreis der Untersuchung, weil friiher 
nur die mit den Samenschalen verwachsenen Fruchtschalen 
einiger Cerealien als Versuchsobjekte verwendet worden waren. 

Das Untersuchungsverfahren war jetzt im wesentlichen das 
gleiche, wie friiher. Die fein zerriebenen Schalen wurden mit 
kalter 0,25°/oiger Natronlauge behandelt, dann mit Wasser bis 
zum Verschwinden der alkalischen Reaktion, hierauf mit Alkoho! 
ausgewaschen. Dann erhitzten wir sie ca. 4 Stunden lang mit 
3°/oiger Schwefelséure. Die dabei entstandene Losung wurde 
durch Filtration vom Rickstande getrennt, zur Vollendung der 
Zuckerbildung noch einige Stunden lang im RuckfluBkihler ge- 
kocht, hierauf mit Hilfe von Baryumhydroxyd von der Schwefel- 
siure befreit und nun zum Sirup eingedunstet. Den Sirup be- 
handelten wir mit heiBem 95 °/oigem oder noch etwas schwiicherem 
Alkohol. Die dabei entstandene Lésung wurde nach dem Er- 
kalten von dem in der Regel an der Gefaifiwand fest anhaftenden 
ungelésten Teile des Sirups abgegossen, sodann wieder einge- 
dunstet, der Verdampfungsriickstand wieder mit heiBem Alkohol 
behandelt. Diese Operation, die in manchen Fallen noch einmal 
wiederholt wurde, hatte den Zweck die in Alkohol schwerer lés- 
lichen Teile des Zuckersirups moéglichst zu entfernen. Die alko- 
holische Lésung wurde dann unter einer Glasglocke tiber konzen- 
trierter Schwefelséure der langsamen Verdunstung tiberlassen; 
wihrend des Verdunstens wurde hin und wieder noch etwas 
Alkohol zugesetzt. 

Das Auskrystallisieren des Zuckers aus der alkoholischen 
Losung wurde in manchen Fallen durch das Vorhandensein kleiner 
Quantitéten von stickstoffhaltigen Stoffen erschwert oder doch 
wenigstens verzOgert. Die in den Schalen enthaltenen Proteine, 
welche durch Extraktion mit kalter 0,25°/oiger Natronlauge nur 
zum geringen Teile entfernt werden konnten, gingen beim Er- 





























iiber die in den Pflanzensamen enthaltenen Kohlenhydrate. 329 


hitzen der Schalen mit 3°/oiger Schwefelséure partiell in Lésung, 
wobei sie ohne Zweifel eine langsame Zersetzung erfuhren. Offen- 
bar lieBen sich diese Nebenbestandteile durch die Reinigungs- 
operation, welcher die alkoholische Zuckerlésung unterworfen 
wurde, nicht vollstaéndig entfernen. Es erwies sich als vorteil- 
haft, die beim Kochen der Schalen mit 3°/oiger Schwefelsiure 
erhaltene LOsung mit Phosphorwolframsiure zu versetzen, 
den dabei entstandenen Niederschlag abzufiltrieren und aus dem 
Filtrat durch Baryumhydroxyd sowohl die Schwefelséure, wie 
die im UberschuB zugefiigte Phosphorwolframsiiure zu entfernen. 
Das Filtrat von dem dabei erhaltenen Niederschlage wurde dann 
eingedunstet, der Verdampfungsriickstand in der oben beschrie- 
benen Weise mit Weingeist behandelt. Das Versetzen mit 
Phosphorwolframsiiure wirkte auch insofern giinstig, als die 
Fliissigkeiten dadurch fast vollstiindig entfiirbt wurden. Wir 
haben dieses Reinigungsverfahren bei zwei Objekten angewendet 
und fanden, da die Reindarstellung des Zuckers durch das- 
selbe erleichtert wurde. 

Die in der beschriebenen Weise erhaltenen alkoholischen 
Losungen lieferten beim langsamen Verdunsten stets Krystal- 
lisationen, die aus Pentosen (Arabinose oder Xylose) bestanden. 
Dieselben wurden durch Aufstreichen auf eine Tonplatte von 
der Mutterlauge befreit und sodann aus verdiinntem Weingeist 
umkrystallisiert. Entweder wurden sie zu diesem Zwecke in 
heifem verdiinntem Weingeist gelésl, oder man l6ste sie in wenig 
Wasser und fiigte der Lésung sodann absoluten Alkohol zu. 
Das Umkrystallisieren der Pentosen lief sich in dieser Weise 
stets sehr leicht und rasch bewerkstelligen. 

Neben Pentosen lieferten die in den Schalen enthaltenen 
Hemicellulosen bei der Hydrolyse hiufig Galaktose. Diese 
Zuckerart wurde jedoch nur in einem Falle rein dargestellt, 
im tbrigen durch die Schleimséurebildung nachgewiesen. Fiir 
diesen Nachweis verwendeten wir meistens den in Alkohol 
schwerer léslichen Teil des Glukosesirups, zuweilen aber auch 
die von den Pentosekrystallen abgegossenen Mutterlaugen. Hin 
und wieder erhielten wir Krystallisationen, die neben Pentosen 
etwas Galaktose einschlossen, wie aus der bei ihrer Oxydation 


22" 
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erfolgenden Bildung von Schleimsaéure zu schlieBen war. Die 
Galaktose war meistens viel schwieriger zu isolieren als die 
Pentosen. 

Die Arabinose- und Xylosekrystalle gaben stets beim Er- 
hitzen mit Phloroglucin und Salzsaéure kirschrote Fliissigkeiten. 
Zu ihrer Identifizierung diente vorzugsweise die Untersuchung 
im Soleil-Ventzkeschen Polarisationsapparat, wozu wir selbst- 
verstiindlich Praparate verwendeten, die durch Umkrystallisieren 
gereinigt worden waren. Die dabei erhaltenen Resultate teilen 
wir im folgenden mit: 





















Priiparat aus den Schalen von Lupinus luteus. 


Eine wisserige Lésung, die in 10 ccm 0,5994 g Substanz 
enthielt, drehte bei 17° C. im 200 mm-Rohr 36,4° S. V. nach 
rechts; demnach ist [a]? = + 104,5°. 

Fiir reine Arabinose ist [a]? bekanntlich = +- 104—105°. 
Das nach dem Verfahren von Ruff und Ollendorf (1. ¢.) dar- 
gestellte Benzylphenylhydrazon stimmte im Aussehen und im 
Schmelzpunkt (172°) mit einem aus reiner Arabinose darge- 
stellten Priaparat der gleichen Verbindung iiberein. 











Priiparate aus den Schalen von Phaseolus vulgaris. 





Wir untersuchten zwei durch Umkrystallisieren gereinigte 
Priparate im Polarisationsapparat. 

1. Eine wiisserige Lésung, die in 10 ccm 0,6195 g Sub- 
stanz enthielt, drehte bei 16° C. im 200 mm-Rohr 36,8° nach 
rechts; demnach ist [a]? = + 102,2°. 

2. Eine wiisserige Lésung, die in 10 ccm 0,5943 g Sub- 
stanz enthielt, drehte bei 13° C. im 200 mm-Rohr 36,2° nach 
rechts; demnach ist [a]? = + 104,8°. 

Das in oben angegebener Weise dargestellte Benzylphenol- 
hydrazon stimmte im Aussehen und im Schmelzpunkt (172°) 
mit einem aus Arabinose dargestellten Priiparat der gleichen 
Verbindung iiberein. 

Fiir ein drittes Priparat wurde [a]? = ++ 95° gefunden. 
Dieses Praparat lieferte bei der Oxydation durch Salpetersaure 
eine kleine Menge von Schleimsiure und schlo8 demnach noch 
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etwas Galaktose ein, woraus sich das niedrigere Drehungs- 
vermogen erklart. 

Diese Versuchsergebnisse beweisen, dab die in den Schalen 
yon Lupinus luteus und Phaseolus vulgaris enthaltenen Hemi- 
cellulosen bei der Hydrolyse Arabinose lieferten. Daneben 
fand sich Galaktose vor, nacugewiesen durch die Schleimsiure- 
bildung. 

Priparat aus den Schalen von Juglans regia. 

1. Eine wiisserige Losung, die in 10 ecm 0,9330 g Sub- 
stanz enthielt, drehte im 200 mm-Rohr bei 16° C. 10,2°S. V. 
nach rechts; demnach ist [a]? = +- 18,8°. 

2. Die Krystalle wurden noch einmal umkrystallisiert, dann 
wieder untersucht. Eine wiisserige Loésung, die in 10 cem 
0,936 g Substanz enthielt, drehte bei 16,5° C. 10,395. V. nach 
rechts; demnach ist [a]? = ++ 19,0°. 

Priparat aus den Schalen von Corylus avellana. 

Kine wiisserige Losung, die in 10 cem 0,943 g¢ Substanz 
enthielt, drehte im 200 cem-Rohr bei 16,5° C. 10,2° V. S. nach 
rechts:; demnach ist [a]? = + 18,6°. 

Fiir reine Xylose ist nach den in den Handbiichern sich 
findenden Angaben [a]? = + 18—19°. Die im vorigen mit- 
geteilten Versuchsergebnisse berechtigen also zu der Schlub- 
folgerung, dafi der uns vorliegende Zucker Xylose war. 

Der in Weingeist schwerer lésliche Teil des Glukosesirups 
lieferte in beiden Fallen bei der Oxydation Schleimsiiure, woraus 
auf das Vorhandensein von Galaktose zu schliefen ist. 

In der nachfolgenden Tabelle sind die Resultate zusammen- 
gestellt, die bei Untersuchung der in den Schalen enthaltenen 
Hemicellulosen teils jetzt, teils friiher in unserem Laboratorium 
erhalten worden sind. 

Die Samenschalen von: 


Pinus Cembra lieferten Xylose und Galaktose, 
Phaseolus vulgaris » Arabinose und Galaktose, 
Lupinus luteus > > > ’ 
Lupinus angustifolius , > » . 


Lupinus albus > » , ’ 
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Cucurbita Pepo lieferten Xylose und Galaktose, 
Helianthus annuus > Xylose. 
Die Samen und Fruchtschalen von: 
Triticum vulgare lieferten Arabinose und Xylose, 
Secale cereale , > > > 
Zea mais > Xylose und Galaktose. 
Die Fruchtschalen von: 
Juglans regia lieferten Xylose und Galaktose, 
Corylus avellana > » 2 > 


Alle in dieser Weise von uns untersuchten Samen- und 
Fruchtschalen lieferten also Pentosen (Arabinose oder Xylose); 
letztere wurden stets in Krystallen rein dargestellt. Aus den 
meisten Objekten wurde auch Galaktose erhalten; doch ist die- 
selbe nur aus den Samenschalen von Lupins angustifolius rein 
dargestellt worden; in den tibrigen Fiillen wurde sie nur durch 
die Schleimséurebildung nachgewiesen. 

Es ist hier hervorzuheben, da das Vorhandensein von 
Hemicellulosen in den meisten der von uns untersuchten Schalen 
auch unter dem Mikroskop nachgewiesen worden ist. Wir ver- 
danken die beztiglichen Untersuchungen groftenteils wieder der 
Gefilligkeit des Herrn Prof. H. C. Schellenberg. Angaben 
iiber die von ihm an den Samenschalen der Lupinen, des Kiirbis 
und der Arve gemachten Beobachtungen finden sich in friiher 
publizierten Mitteilungen tiber die in unserem Laboratorium 
ausgefiihrten Arbeiten.!) Auch tiber das Vorkommen von Hemi- 
cellulosen in den Samen- und Fruchtschalen der Cerealien liegen 
von friiher her schon Angaben vor. Die braunen Fruchtschalen 
der WalnuS8 und des Hasels untersuchte der eine von uns 
(Ch. Godet) unter gefalliger Mitwirkung von Professor Schellen- 
berg; auch in diesen Schalen konnten unter dem Mikroskop 
Hemicellulosen nachgewiesen werden, ebenso auch in den 
weichen Samenschalen von Juglans regia und Amygdalus com- 


munis. *) 


') Diese Zeitschrift, Bd. XLIX, S. 96, und Bd. LII, S. 521, sowie 
in den Landw. Versuchsstationen, Ld. LXVII, S. 59. 
2) Wir verweisen auf die oben schon zitierte Inauguraldissertation 


von Ch. Godet. 
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Es war wiinschenswert, den Hemicellulosegehalt der Schalen 
wenigstens approximativ zu bestimmen. Das fiir diesen Zweck 
bei Untersuchung der Kerne angewendete Verfahren war hier 
nicht brauchbar, da durch den Gehalt der Schalen an Lignin 
und an braun gefirbten Substanzen unbekannter Art Schwierig- 
keiten verursacht wurden. Wir haben uns darauf beschrankt, 
den Gewichtsverlust zu bestimmen, den die bei Behandlung der 
fein zerriebenen Schalen mit kalter 0,25°/oiger Natronlauge, 
Wasser, Alkohol und Ather verbliebenen Riickstiinde beim 
Kochen mit 3°/oiger Schwefelsiure erlitten. Das dabei ange- 
wendete Verfahren war sehr einfach; eine abgewogene Menge 
des Riickstandes wurde 3 bezw. 6 Stunden lang mit 3°/oiger 
Schwefelsiure am Riickflubkiihler gekocht, dann auf ein vorher 
getrocknetes und gewogenes Filter gebracht, der Filterinhalt 
ausgewaschen, getrocknet und gewogen. Der Gewichtsverlust, 
den die Riickstiinde bei dieser Behandlung erlitten, ist freilich 
nicht ausschlieBblich auf die Auflésung von Hemicellulosen zu- 
riickzufiihren. Denn diese Riicksténde enthielten auch noch 
Proteinstoffe, von denen beim Kochen mit 3°/oiger Séure ein 
Teil in Lésung ging. Allerdings waren die Schalen vorher zur 
Entfernung von Proteinstoffen mit 0,25°/oiger kalter Natron- 
lauge behandelt worden; wie aber oben schon mitgeteilt worden 
ist, gingen die genannten Stoffe nur zum kleineren Teile in die 
alkalische Losung ein. Da aber der Proteingehalt der meisten 
Schalen sehr gering und da er durch die Behandlung der Schalen 
mit verdiinnter Natronlauge zwar nicht beseitigt, aber doch 
erniedrigt worden war, so kann der durch das Vorhandensein 
dieser Stoffe in den Untersuchungsobjekten bedingte Fehler 
nicht von grofem Belang gewesen sein.1) Es darf also ange- 
nommen werden, dafi der beim Kochen mit 3°/oiger Schwefel- 
sdure entstandene Gewichtsverlust der Riickstaénde wenigstens 
zum groBten Teile durch die Auflésung von Hemicellulosen 
verursacht worden war. 





‘) Anders war es nur bei einzelnen Objekten, z. B. bei den Samen- 
schalen des Kiirbis, die relativ reich an Proteinstoffen waren (man vgl. 
die friiher gemachte Angabe). 
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Die in der beschriebenen Weise erhaltenen Resultate!) 
haben wir in der nachfolgenden Tabelle zusammengestellt. 
Gewichtsverlust der Trockensubstanz der 
Riickstande 
bei 3stiindigem bei 6stiindigem 
Kochen mit3°%/oiger Kochen mit 3°/oiger 


Riickstand aus Samenschalen Saure. Siure. 
von Pinus Cembra 27,7 %o 30,1 %/o 
» Helianthus annuus 27,8 %/o 30,2 Jo 
» Lupinus albus _— 35,6 
» Phaseolus vulgaris?) a 40,0 %/o 
Cucurbita Pepo — 30,86 9/0 
» Ricinus communis 11,83 °/o 17,59 %/o 
» Amygdalus communis — 40,83 9/0 
» Juglans regia ~~ 50,83 9/0 
Riickstand der Fruchtschalen 
von Juglans regia — 34,28 9/ 


» Corylus avellana 29,06 °/ 34,68 9] 
» Fagus silvatica _- 33,57 9/0 


An die Zahlen der Tabelle sind einige Bemerkungen 
anzukniipfen. Aus den fiir die Schalen von Pinus Cembra, 
Helianthus annuus, Ricinus communis und Corylus avellana er- 
haltenen Resultaten ergibt sich, da8 durch die 3°/oige Schwefel- 
siiure bei 6stiindigem Kochen mehr Substanz gelést worden 
war, als bei dreistiindigem Kochen. Doch ist die Differenz nur 
bei Corylus avellana und Ricinus communis bedeutend; von 
Einflu8 war hier vielleicht der hohe Gehalt der Schalen an 
braungefirbten Substanzen (man vgl. die weiter unten folgende 
Angabe). Ein Versuch mit noch langerer, namlich neunstiin- 
diger Kochdauer liegt nur fiir Pinus Cembra vor; in diesem 
Versuche waren 31,6°/o in Lésung gegangen, wihrend bei sechs- 
stiindigem Kochen 30,1°/o gelést worden waren. Man wird im 


') In betreff der analytischen Belege zu diesen und zu den spater 
ausgefiihrten Bestimmungen verweisen wir auf die oben schon zitierte 
Inauguraldissertation von Ch. Godet. 

*) Die fiir diesen Versuch verwendeten Samenschalen von Phaseolus 
vulgaris stammten zum Teil von Samen, die noch nicht vodllig ausge- 
reift waren. 
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Hinblick auf diese Zahlen annehmen diirfen, da8 in der Regel 
die Hauptmenge der in den Schalen enthaltenen Hemicellulosen 
nach 3 bis 4stiindigem Kochen mit 3°/oiger Schwefelsiiure sich 
gelist hatte. Es ist nicht unmdglich, daB der bei lingerem 
Kochen noch eingetretene Gewichtsverlust vorzugsweise auf die 
Auflésung von Cellulose oder von Schalenbestandteilen noch 
unbekannter Natur zuriickzufiihren ist. 

Die Zahlen der obigen Tabelle beziehen sich auf die 
Trockensubstanz der bei Behandlung der Schalen mit kalter 
(),25°/oiger Natronlauge, Wasser, Alkohol und Ather verbliebenen 
Riickstiinde. Selbstverstiandlich wtirden diese Zahlen sich etwas 
erniedrigen, wenn man sie fiir die Trockensubstanz der ganzen 
Schalen berechnete. Doch wiirden die Differenzen in der Regel 
nicht bedeutend sein, da die Schalen bei der Behandlung mit 
den im vorigen genannten LOsungsmitteln nicht viel an Gewicht 
verlieren. Eine Ausnahme bilden die Samenschalen von Amygdalus 
communis und Juglans regia, welche 15—16°/o Atherextrakt 
enthalten. Bei diesen Schalen, die aus weichen Hiiuten be- 
stehen, war nach der obigen Tabelle der Gewichtsverlust beim 
Kochen mit 3°/oiger Schwefelséiure besonders hoch, namlich 
gleich 40—5S0°/o. 

Auch fiir die Samen- und Fruchtschalen von Triticum 
vulgare liegt eine Bestimmung vor. Als Material fiir dieselbe 
diente sogenannte Schalenkleie, die zuvor vom Stiirkemehl sowie 
von den in kalter verdiinnter Natronlauge, Alkohol und Ather 
léslichen Stoffen befreit worden war. Dieses Material verlor 
beim Kochen mit 3°/oiger Schwefelsiiture mehr als 50°/o an 
Gewicht. Dieser Gewichtsverlust kann wenigstens in der Haupt- 
sache auf die Lésung der in diesen Samen- und Fruchtschalen 
enthaltenen Hemicellulosen zuriickgefiihrt werden. 

Wir haben auch noch die Furfurolmengen bestimmt, 
welche von einigen der fiir die vorstehenden Versuche benutzten 
Objekte, sowie von den bei 6stiindigem Kochen dieser Objekte 
mit 3°/oiger Schwefelsiure verbliebenen Riickstiinden bei der 
Destillation mit Salzsiiure geliefert wurden. Unter der nicht 
ganz zweifelsfreien Voraussetzung, dab dieses Furfurol aus- 
schlieBlich aus Pentosanen entstanden war, lat sich daraus 
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nicht nur der Pentosangehalt der Untersuchungsobjekte, sondern 
auch die aus ihnen durch die 3°/oige Schwefelsdure geléste 
Pentosanmenge berechnen. *) 


Pentosan- In Lésung gegangene 
Riickstand aus Samenschalen gehalt. Pentosanmenge. 
von Pinus Cembra 27,2 % 0 20,20 
Lupinus albus 27,49/0 18,9 °/o 
» Cucurbita Pepo 9,8 °/o — 
» Ricinus communis 18,8°/o -- 
Amygdalus communis 19,5 °/o 16,3 °/o 
» Juglans regia 11,7 °/o 9,4°/o 
Riickstand aus Fruchtschalen 
von Juglans regia 29,4 9/0 23,2 °/o 


Fagus silvatica 
» Corylus avellana 


27,3 °/0 
32,4 9/9 


22,7 °/o 
31,3 °/o 








Aus einer Vergleichung der in der zweiten Kolumne der 
vorstehenden Tabelle enthaltenen Zahlen mit denjenigen, die 
in der vorhergehenden Tabelle fiir den beim Kochen mit 3°/oiger 
Schwefelsiiure eingetretenen Gewichtsverlust der gleichen Ob- 
jekte angegeben sind, ist zu folgern, dafS bei manchen Objekten 
2's; der durch 3°/oige Schwefelsdure gelésten Stoffe Pentosane 
waren. Niedrigere Zahlen ergeben sich jedoch fiir die Schalen 
von Cucurbita Pepo, Juglans regia und Amygdalus communis.®*) 

Dafi auch die beim Kochen der Untersuchungsobjekte mit 


‘) Die Bestimmungen wurden in der Weise ausgefiihrt, dafi aufer 
einem abgewogenen Quantum des betreffenden Objektes auch der beim 
Kochen der gleichen Quantitat dieses Objektes mit 3 °/oiger Schwefelsdure 
verbliebene Riickstand fiir die Furfurolbestimmung verwendet wurde. Aus 
der Differenz der in diesen Bestimmungen erhaltenen Resultate konnte 
dann ohne weiteres die beim Kochen mit 3°/oiger Schwefelsaure in Lé- 
sung gegangene Pentosanmenge abgeleitet werden. Die oben angegebenen 
Zahlen bedeuten Prozente der Trockensubstanz der Untersuchungsobjekte. 
In betreff der analytischen Belege verweisen wir auf die Inauguraldisser- 
tation von Ch. Godet. 

®) Wir haben oben schon darauf aufmerksam gemacht, daf die 
weichen, unter der harten Fruchtschale liegenden Samenschalen von Juglans 
regia und Amygdalus communis in ihrer Zusammensetzung von derjenigen 
jener Fruchtschalen sowie auch vieler anderer Samenschalen sehr stark 


abweichen. 
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3%/oiger Schwefelsaiure verbliebenen Riickstiinde noch Pento- 
sane enthielten, ist eine SchlufSfolgerung, die mit den weiter 
unten mitgeteilten Versuchsergebnissen in Ubereinstimmung 
steht: wie aus den dort gemachten Angaben zu ersehen ist, 
schloB auch die aus diesen Riickstaénden dargestellte Cellulose 
noch Pentosane ein. 


B. Bestandteile des in heifer 3°%/oiger Schwefelsaure 
unléslichen Teils der Zellwandungen. 


Die Riickstande, die beim Kochen der zuvor mit ver- 
diinnter Natronlauge, Alkohol und Ather extrahierten Schalen 
mit 3°/oiger Schwefelsiure verbleiben, schlieBen neben Cellu- 
lose und inkrustierenden Substanzen (Lignin usw.) noch andere 
Bestandteile ein. Von diesen Bestandteilen nennen wir hier 
zuerst eine im Verhalten mit Holzgummi (Xylan) tberein- 
stimmende Substanz, die sich aus jenen Riicksténden durch 
kalte, 5°/oige Natronlauge extrahieren aft. Wenn man die 
durch Filtration vom Ungelésten getrennte alkalische Losung 
mit Salzsiure oder Essigsdure neutralisiert und dann noch Wein- 
geist zufiigt, so erhilt man einen Niederschlag, der nach 
dem Abfiltrieren, Auswaschen mit Weingeist und Trocknen eine 
zerreibliche Masse bildet. Dieses Produkt gibt beim Erhitzen 
mit Phloroglucin und Salzsiéure die Reaktion der Pentosane 
und liefert beim Kochen mit verdiinnter Schwefelséiure eine 
glukosehaltige Losung. 

Wir haben ein Produkt solcher Art aus den Samenschalen 
von Pinus Cembra, Lupinus albus, Phaseolus vulgaris und 
Helianthus annuus sowie aus den braunen Fruchtschalen von 
Juglans regia und Corylus avellana dargestellt. Das aus Pha- 
seolus vulgaris erhaltene Produkt war so dunkel gefiirbt, daf 
die Pentosanreaktion mit Phloroglucinsalzsaéure mit demselben 
nicht ausgefiihrt werden konnte; es wurde aber konstatiert, 
dafi dieses Produkt bei der Destillation mit Salzsiure viel Fur- 
furol lieferte. In zwei Fallen, namlich fiir die aus Pinus Cembra 
und Lupinus albus, erhaltenen Produkte konstatierten wir, daf 
dieselben bei der Hydrolyse Xylose lieferten. Uber die Rein- 
darsiellung dieser Zuckerart ist noch folgendes anzugeben: die 
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beim Kochen des beziiglichen Produkts mit 3°/oiger Schwefel- 
siiure erhaltene LOsung wurde zur Reinigung zunachst mit etwas 
Phosphorwolframsiure versetzt und sodann der Filtration unter- 
worfen; hierauf wurde sie durch Zusatz von Baryumhydroxyd 
von der Schwefelséure befreit und nun im Wasserbade zum 
Sirup eingedunstet. Den Sirup behandelten wir mit kochendem 
95°/oigem Weingeist. Die nach dem Erkalten von dem ziemlich 
starken Riickstande abgegossene Lésung wurde eingedunstet, 
der Verdampfungsriickstand wieder mit heifem Alkohol behandelt. 
Die dabei erhaltene Lésung lieferte beim langsamen Verdunsten 
iiber konzentrierter Schwefelséure bald Krystalle; dieselben 
wurden aus Weingeist umkrystallisiert. Der in dieser Weise 
erhaltene Zucker glich im Aussehen der Xylose und gab beim 
Erhitzen mit Phloroglucin und Salzsaure eine kirschrote Fliissig- 
keit. Die Untersuchung im Polarisationsapparate gab folgende 
Resultate: 


Priparat aus den Schalen von Pinus Cembra. 

Eine wiisserige Loésung, die in 10 cem 1,021 g enthielt, 
drehte bei 19° C. im 200 mm-Rohr 11,0° S. V. nach rechts: 
demnach ist [a]? = + 18,5°. 

Priparat aus den Schalen von Lupinus albus. 

Eine wiisserige Lésung, die in 10 cem 0,9930 g Substanz 
enthielt, drehte bei 18° C. im 200 mm-Rohre 10,8° 8. V. nach 
rechts; demnach ist [a]? = +- 18,7°. 

Fiir reine Xylose wird bekanntlich [a]? — -+- 18—19° an- 
gegeben. Die von uns gefundenen Zahlen stimmen also sehr 
gut auf Xylose. Das aus einem Gemisch der beiden Priparate 
hergestellte Osazon schmolz, nachdem es dreimal aus verdiinntem 
Weingeist umkrystallisiert worden war, bei 162—163°. Nach 
Tollens schmilzt das Osazon der Xylose bei 161°. Die kleine 
Differenz ist nicht von Belang, da bekanntlich der Schmelzpunkt 
der meisten Osazone je nach der Art des Erhitzens schwankt. 

Die aus den Schalen von Lupinus albus erhaltene Xylose- 
ausbeute war relativ gro’; bei Verarbeitung von 150 g solcher 
Schalen erhielten wir ca. 3,5 g reine, krystallisierte Xylose 
(selbstverstiindlich war die Reindarstellung mit Substanzver- 
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lusten verbunden.) Die Schalen von Pinus Cembra lieferten 
eine geringere Ausbeute. Die Quantitét des in oben beschrie- 
bener Weise erhaltenen «Holzgummis» betrug bei den zuletzt 
genannten Schalen ca. 5°/o, bei den Schalen von Lupinus albus 
ea. 8°/o. Allem Anschein nach bestand dieses Produkt nicht 
ausschlieBlich aus Xylan; wahrscheinlich schlo{ es auch Protein- 
stoffe in kleiner Quantitat ein. 

Man kann die Frage aufwerfen, ob die in diesen Ver- 
suchen erhaltene Xylose einem beim Kochen der Schalen mit 
3°/oiger Schwefelsiure der Auflésung entgangenen Reste der 
Hemicellulosen entstammte. Diese Frage kann wenigstens fiir 
die Schalen von Lupinus albus mit Sicherheit verneint werden. 
Denn die in diesen Schalen enthaltenen Hemicellulosen lieferten 
bei der Hydrolyse nicht Xylose, sondern Arabinose, welche 
leicht rein dargestellt werden konnte. Offenbar entstammte die 
Xylose einem Zellwandbestandteil, der gegen heifbe 3°/oige 
Schwefelséure widerstandsfihig war, aber durch kalte 5°/oige 
Natronlauge gelést wurde; bei der Auflésung erfuhr dieser 
Bestandteil aber eine solche Veridnderung, dafi er nun durch 
kochende verdiinnte Schwefelsiure leicht in Glukose tibergefiihrt 
werden konnte. 

DaB in den Samen und Fruchtschalen neben Hemi- 
cellulosen echte, bei der Hydrolyse in d-Glukose (Traubenzucker) 
iibergehende Cellulose enthalten sei, konnte von vornherein 
angenommen werden; auch ist dies fiir die Samenschalen von 
Lupinus luteus sowie fiir die Samen- und Fruchtschale von 
Triticum vulgare durch Versuche, die in unserem Laboratorium 
ausgeftihrt wurden, friiher schon nachgewiesen worden.'!) Es 
schien angezeigt, noch einige andere Schalen in der gleichen 
Richtung zu untersuchen. Wir haben daher aus den Samen- 
schalen von Pinus Cembra, Cucurbita Pepo und Helianthus 
annuus sowie aus den Fruchtschalen von Juglans regia und 
Corylus avellana Cellulose dargestellt, dieselbe der Hydrolyse 
unterworfen und die dabei entstandenen Glukosen untersucht. 
Die Darstellung der Cellulose geschah sowohl bei den oben 
genannten wie bei einigen andern von uns verwendeten Schalen- 





) Diese Zeitschrift, Bd. XVI, S. 387. 
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arten nach dem Verfahren von F. Schulze. Wir hielten uns 
dabei an die in den Handbiichern gegebene Vorschrift; doch 
zeigte sich, dafi die gepulverten Samen- und Fruchtschalen, 
obwohl sie meistens zuvor nicht nur mit kochender 3 °/oiger 
Schwefelsiiure, sondern auch mit Alkohol und Ather behandelt 
worden waren,!) zur Gewinnung einer weifen Cellulose von 
gleichmibiger Beschaffenheit meistens weit linger als 14 Tage 
mit der oxydierenden Mischung (Kaliumchlorat und Salpeter- 
siiure vom spezifischen Gewicht 1,1) in Beriihrung gelassen 
werden muBten. In der Regel liefen wir jenes Gemisch 
6—7 Wochen lang, zuweilen sogar noch langer, auf das cellulose- 
haltige Material einwirken. Dann wurde letzteres, nach dem 
Abfiltrieren und Auswaschen, in vorgeschriebener Weise mit 
verdiinnter Ammoniakfltissigkeit behandelt, hierauf mit Wasser, 
Alkohol und Ather ausgewaschen und im Exsikkator getrocknet. 
Alle Objekte lieferten bei dieser Behandlung ein weibes Produkt, 
welches das Verhalten der Cellulose zeigte. Daf man jedoch 
auf diesem Wege keine absolut reine Cellulose erhalt und dai 
letztere wiihrend der Darstellung schon gewisse Anderungen 
in ihren Eigenschaften erfihrt, ist bekanntlich nechgewiesen 
worden; doch ist dies ein Umstand, der fiir das bei unserer 
Untersuchung verfolgte Ziel nicht von Bedeutung ist. 

Wie grof die aus den oben genannten Schalen von uns 
erhaltene Ausbeute an Cellulose war, ist aus der nachfolgenden 
Tabelle zu ersehen. 

Die Samenschalen von: 





4 
4 
e 
[ 





Pinus Cembra lieferten 34,0 °/o Cellulose, 
Cucurbita Pepo » 34,8 9/0 > 
Helianthus annuus > 36,5 °/o , 


Die Fruchtschalen von: 
Juglans regia lieferten héchstens 25,0?) °/o Cellulose, 
Corylus avellana , » 25,0 Vo , 
Fagus silvatica ’ : 21,5 %/o » 





1) Bei einigen Schalenarten ist allerdings das Auskochen mit 3°/oiger 
Schwefelsiure unterblieben. 

*) Bei Juglans und Corylus wurden die Bestimmungen nicht ganz 
quantitativ ausgefihrt. 
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Die bei Behandlung der gepulverten Schalen mit 0,25 °/oiger 
Natronlauge, Wasser, Alkohol und Ather und darauf folgendem 
Erhitzen mit 3 °/oiger Schwefelséure verbliebenen Riickstinde, 
welche zur Darstellung von Cellulose dienten, erlitten bei Ein- 
wirkung des Gemisches von Kaliumchlorat und verdiinnter 
Salpeterséure starke Gewichtsverluste, woraus man auf das 
Vorhandensein einer bedeutenden Quantitat von Lignin schlieBen 
darf.1) Aber auch die braun gefirbten Substanzen unbekannter 
Art, die in den meisten Schalen enthalten waren und durch 
das genannte Oxydationsgemisch nur langsam zerst6ért wurden, 
fanden sich allem Anschein nach in ansehnlicher Menge vor. 
Auf den Gehalt der Schalen an diesen Substanzen wird es 
hauptsichlich zurtickzufiihren sein, daB die Behandlung der- 
selben mit dem Gemisch von Kaliumchlorat und Salpetersiure 
weit linger als 2 Wochen fortgesetzt werden mufte, um farb- 
lose Cellulose zu erhalten. 

Alle in der beschriebenen Weise erhaltenen Cellulose- 
priparate gingen partiell in Lésung, als sie 24 Stunden lang 
bei Zimmertemperatur mit 5 °/oiger Natronlauge in Beriihrung 
gelassen wurden. Die durch Filtration vom Riickstande ge- 
trennten Loésungen gaben starke Fallungen, als sie mit Salz- 
siure oder Essigsaure neutralisiert und sodann mit viel Wein- 
geist vermischt wurden. Die gefallten Substanzen bildeten 
nach dem Abfiltrieren und Trocknen farblose oder wenig ge- 
fiirbte zerreibliche Massen, die beim Erhitzen mit Phloroglucin 
und Salzsiure kirschrote Fliissigkeiten gaben und bei der 
Destillation mit Salzsiure Furfurol in grofer Quantitit 
lieferten. Von E. Schulze und E. Winterstein?) ist nach- 
gewlesen worden, dafi ein in der gleichen Weise gewonnenes 
Produkt, ftir dessen Darstellung Cellulose aus den Samen- 
schalen von Lupinus luteus gedient hatte, bei der Hydrolyse 
Xylose lieferte. Das Gleiche gilt fiir die in der beschriebenen 





) Nach einer von friiher her vorliegenden Angabe sollen die braunen 
Fruchtschalen von Juglans regia ca. 50°/o Lignin enthalten; doch kann 
das fiir diese Bestimmung verwendete Verfahren nicht als einwurfsfrei 


bezeichnet werden. 
*) Diese Zeitschrift, Bd. XVI, S. 430. 
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Weise von uns erhaltenen Produkte, dies ergab sich aus einem 
Versuche, fiir den ein Gemenge der aus den verschiedenen 
Cellulosepriparaten gewonnenen Substanzen solcher Art ver- 
wendet wurde. Dieses Gemenge wurde, nachdem es zuvor 
durch Erhitzen mit verdiinntem Weingeist von beigemengtem 
Chlornatrium!) befreit worden war, einige Stunden lang mit 
2! '2 "/oiger Schwefelsiure gekocht, die dabei entstandene 
glukosehaltige LOsung sodann in bekannter Weise verarbeitet. 
Der beim Eindunsten der zuvor mittels Baryt von der Schwefel- 
siiure befreiten Loésung erhaltene Sirup wurde mit Weingeist 
erhitzt, die dabei gewonnene Lésung ganz ebenso behandelt, 
wie es oben bei Beschreibung der mit dem «Holzgummi» aus- 
gefiihrten Versuche angegeben worden ist. Sie lieferte dann 
beim langsamen Verdunsten iiber konzentrierter Schwefelsiiure 
Krystalle; dieselben wurden durch Umkrystallisieren gereinigt. 
Sie glichen im Aussehen der Xylose und gaben beim Erhitzen 
mit Phloroglucin und Salzséure eine kirschrote Fliissigkeit. 
Die Untersuchung im Polarisationsapparat gab folgendes 
Resultat: Ein wiisserige Losung, die in 10 ccm 0,3937 g Sub- 
stanz enthielt, drehte im 200 mm-Rohr bei 17,5° C, 4,2°S. V. 
nach rechts; demnach ist [a]p = -+ 18,3°. Dies entspricht dem 
Drehungsvermégen der Xylose. Ein aus unserm Prdaparat in 
bekannter Weise dargestelltes Osazon schmolz nach einmaligem 
Umkrystallisieren aus verdiinntem Weingeist bei 159°, nach 
nochmaligem Umkrystallisieren aus dem genannten Lésungs- 
mittel bei 161°. Nach Tollens schmilzt das reine Osazon 
der Xylose bei 161°. 

Die im vorigen gemachten Angaben beweisen, da durch 
die 5°/oige Natronlauge aus den Cellulosepriparaten Xylan 
extrahiert wurde. Die Quantitaét der aus dem Extrakt durch 
Weingeist gefiallten Substanz, die hdchstwahrscheinlich nicht 
ausschlieflich aus Xylan bestand, betrug in einigen Fallen 
ungefiihr 10°/o vom Gewicht der Cellulose, war aber in 
andern Fallen geringer. 

Man kann nicht annehmen, da®S das in den Cellulose- 





1) Das beim Neutralisieren der alkalischen Lésung mit Salzsdure ent- 
standene Chlornatrium war durch den Weingeist partiell ausgefallt worden. 
































iiber die in den Pflanzensamen enthaltenen Kohlenhydrate. 343 


priparaten enthaltene Xylan ein der Auflésung durch die ver- 
diinnte Schwefelsiure entgangener Rest der Hemicellulosen 
war. Zur Begriindung dieser Behauptung ist zunichst darauf 
hinzuweisen, dafi die Schalen behufs Darstellung von Cellulose 
nicht nur mit verdiinnter Schwefelséiure gekocht, sondern auch 
einige Wochen lang der Einwirkung eines Gemisches von ver- 
diinnter Salpeterséure und Kaliumchlorat ausgesetzt wurden. 
Dab dabei die Hemicellulosen vollstiindig gelést wurden, war 
yon vornherein fiir sehr wahrscheinlich zu erkléren; ein Be- 
weis fiir die Richtigkeit dieser Annahme liegt in der Tatsache, 
dafB der bei Hydrolyse der Cellulosepriparate erhaltene Glu- 
kosesirup in keinem Falle bei der Oxydation durch Salpetersiure 
Schleimsd&ure lieferte — auch dann nicht, wenn aus den in 
den beziiglichen Schalen enthaltenen Hemicellulosen bei der 
Hydrolyse Galaktose entstand. Ein Beweis fiir obige Behaup- 
tung liegt ferner in den an den Schalen von Lupinus luteus 
gemachten Beobachtungen. Die in diesen Schalen enthaltenen 
Hemicellulosen lieferten bei der Hydrolyse Arabinose, wihrend 
ein aus den gleichen Schalen dargestelltes Cellulosepriiparat 
Xylan einschlo8. 

Aus den im vorigen gemachten Mitteilungen ist zu er- 
sehen, daB man sowohl aus den beim Erhitzen der Schalen 
mit 3°/oiger Schwefelsiure verbliebenen Riickstiinden als auch 
aus den daraus dargestellten Cellulosepraparaten durch Extrak- 
tion mit 5°/oiger Natronlauge Xylan gewinnen kann. Es liegt 
kein gentigender Grund fiir die Annahme vor, dai das auf 
diesen beiden Wegen erhaltene Xylan zwei verschiedenen Zell- 
wandbestandteilen entstammte. Ohne Zweifel aber war das 
Xylan in den Zellwandungen in einer gegen verdinnte Mineral- 
siiuren widerstandsfihigen Form vorhanden. Beim Auflésen 
in kalter 5°/oiger Natronlauge wurde es so verindert, dal es 
nun durch Kochen mit 2''2—3°/oiger Schwefelsiure leicht in 
Xylose iibergefiihrt werden konnte. 

Die durch Behandlung mit kalter 5°/oiger Natronlauge 
vom Xylan befreiten Cellulosepriparate wurden, nachdem sie 
zuerst mit Wasser, dann mit sehr verdiinnter Schwefelsiure 
ausgewaschen worden waren, unter Befolgung der von Flechsig 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. LXI. 23 
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(loc. cit.) gegebenen Vorschrift mit Hilfe von 75°/oiger Schwefel- 
siure der Hydrolyse unterworfen. In allen Fallen lieferte die 
dabei erhaltene Glukoselésung beim Eindunsten einen fast farb- 
losen Sirup, der sich binnen zirka einer Woche in eine, nur 
wenig Mutterlauge einschlieBende Krystallmasse verwandelte. 
Die Krystalle wurden zur Entfernung der Mutterlauge auf Ton- 
platten gebracht, hierauf bei 40—50° getrocknet und sodann 
meistens aus Methylalkohol umkrystallisiert. Die so gewonnenen 
Produkte erwiesen sich als d-Glukose (Traubenzucker). Die 
Untersuchung im Soleil-Ventzkeschen Polarisationsapparate 


gab folgende Resultate: 


Priparat aus den Fruchtschalen von Juglans regia. 
Eine wiasserige Losung, die in 10 ccm 1,0 g Substanz 

enthielt, drehte im 200 mm-Rohr bei 19° C. 30,16° S. V. 

(Mittelwert) nach rechts; demnach ist [a]? = -+ 51,9°. 


Priiparat aus den Samenschalen von Cucurbita Pepo. 


Eine wasserige Lésung, die in 10 ccm 1 g Substanz ent- 
hielt, drehte im 200 mm-Rohr bei 19° C. 31,0° S. V. nach 
rechts; demnach ist [a]? = + 53,3°. 


Priparat aus den Samenschalen von Pinus Cembra. 


Eine wiasserige Lésung, die in 10 ccm 1,0 g Substanz 
enthielt, drehte im 200 mm-Rohr bei 19° C. 30,9° S. V. nach 
rechts; demnach ist [a]? = + 53,1°. 

Diese Zahlen liegen dem fiir d-Glukose in den Hand- 
biichern angegebenen Werte ({a]? = -++ 52,7°) sehr nahe. Eine 
Bestiatigung der SchluBfolgerung, daB d-Glukose vorlag, lieferten 
noch die Resultate, welche bei Untersuchung des in bekannter 
Weise dargestellten Osazons erhalten wurden. Nachdem die 
Osazonpraparate zweimal aus verdiinntem Weingeist umkry- 
stallisiert worden waren, bestimmten wir ihren Schmelzpunkt: 
dabei wurden folgende Zahlen erhalten: 


Priparat Schmelzpunkt 
a aus Juglans regia 203—204 ° 
b aus Cucurbita Pepo 203 —204° 


ce aus Pinus Cembra 205 ° 
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Fiir ein aus reiner d-Glukose dargestelltes Osazonpriiparat 
fanden wir unter vOllig gleichen Versuchsbedingungen einen 
Schmelzpunkt von 205°. 

Das Glukosepriparat, welches bei Hydrolye der aus den 
Fruchtschalen von Corylus avellana gewonnenen Cellulose dar- 
gestellt war, wurde nicht aus Methylalkohol, sondern aus ver- 
diinntem Weingeist umkrystallisiert. Die dabei erhaltenen Kry- 
stalle erwiesen sich als das Hydrat der d-Glukose. Die Unter- 
suchung im Polarisationsapparate ergab folgendes Resultat: 

Eine wasserige Losung, die in 10 ccm 0,992 g Substanz 
enthielt, drehte im 200 mm-Rohr bei 17,5° C. 26,8° S. V. 
nach rechts; demnach ist [a]? = + 46,8°. 

Nach den in den Handbiichern sich findenden Angaben 
ist fiir das Hydrat der d-Glukose [a]? = -+ 47,9°. Eine Be- 
stiitigung der Annahme, dab d-Glukose vorlag, wird dadurch 
gegeben, daB der Zucker bei der nach der Vorschrift von 
Tollens und Gans (loc. cit.) ausgefiihrten Oxydation mit ver- 
diinnter Salpetersiure Zuckersdure lieferte. Letztere wurde 
in das schwer ldsliche saure Kaliumsalz ibergefiihirt. Aus 
diesem Salze stellten wir sodann das Silbersalz dar, indem 
wir das Kaliumsalz unter Zusatz von etwas Ammoniak in Wasser 
losten und die Lésung mit Silbernitrat versetzten. Bei der Ana- 
lyse des im Vakuumexsikkator getrockneten Salzes ergab sich 
folgendes Resultat: 0,3108 g Substanz gaben 0,1593 g Ag 
= 51,4°/o Ag. 

Die Theorie verlangt fiir zuckersaures Silber einen Silber- 
gehalt von 50,9 °/o. 

Die Glukose, die bei der Hydrolyse der aus den Samen- 
schalen von Helianthus annuus dargestellten Cellulose erhalten 
worden war, wurde nicht umkrystallisiert und auch nicht im 
Polarisationsapparate untersucht; wir beschriinkten uns darauf, 
zu prifen, ob sie bei der Oxydation Zuckersiure lieferte. 
Dies war in der Tat der Fall. Die genannte Siure wurde zuerst 
in das schwer lésliche saure Kaliumsalz, dann in der oben 
angegebenen Weise in das Silbersalz tibergefiihrt. Bei der Ana- 
lyse dieses Salzes erhielten wir folgendes Resultat: 

0,1376 g Substanz lieferten 0,0708 g Ag = 51,45°/o Ag. 

23* 
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Alle aus den Samen- und Fruchtschalen von uns darge- 
stellten Cellulosepriparate lieferten also bei der Hydrolyse als 
Hauptprodukt d-Glukose. Das gleiche Resultat wurde, wie schon 
oben erwihnt worden ist, friiher bei den in unserem Labora- 
torium untersuchten Cellulosepraparaten aus den Samenschalen 
von Lupinus luteus und den Samen- und Fruchtschalen von 
Triticum vulgare erhalten. Alle Cellulosepraparate schlossen 
aber auch ein durch kalte 5°/oige Natronlauge extrahierbares 
Pentosan ein; letzteres erwies sich als Xylan. 

Galaktose konnte unter den bei Hydrolye der Cellulose 
erhaltenen Produkten nicht nachgewiesen werden. Fiir die 
Priifung auf diese Zuckerart dienten Cellulosepraparate, die aus 
den Samenschalen von Lupinus luteus, Lupinus albus, Phaseolus 
vulgaris und Helianthus annuus, sowie aus den Fruchtschalen 
von Juglans regia und Corylus avellana dargestellt worden 
waren. Die bei Hydrolyse dieser Priparate erhaltene Glukose 
lieferte in keinem Falle bei der Oxydation Schleimsaure. 
Das gleiche Resultat wurde auch bei einigen Celluloseprapa- 
raten, die friiher in unserem Laboratorium untersucht wurden, 
erhalten. 

Auch Mannose konnte in der Glukose, die bei Hydrolyse 
der aus den Schalen dargestellten Cellulose resultierte, nicht 
nachgewiesen werden. Fiir die Priifung auf diese Zuckerart 
dienten die Cellulosepraparate, die aus den Samenschalen von 
Lupinus luteus, Lupinus albus, Phaseolus vulgaris, Cucurbita 
Pepo, Pinus Cembra und Helianthus annuus, sowie aus den 
Fruchtschalen von Juglans regia und Corylus avellana darge- 
stellt worden waren. | 

Uberblickt man die im zweiten Abschnitt unserer Abhand- 
lung mitgeteilten Versuchsergebnisse, so sieht man, daB alle 
von uns untersuchten Samen- und Fruchtschalen Hemicellulosen 
in reichlicher Menge enthielten, daf daneben aber nicht nur 
echte, in Traubenzucker iiberfiihrbare Cellulose, sondern auch 
ein Xylan sich vorfand. Galaktan und Mannan konnten in den 
aus den Schalen dargestellten Cellulosepriiparaten in keinem 
Falle nachgewiesen werden. 

Die beim Kochen der Schalen mit 3°/oiger Schwefelsaure 
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verbliebenen Riickstande erlitten, wie oben schon erwahnt wurde, 
bei der Behandlung mit verdiinnter Salpetersiure und Kalium- 
chlorat stets sehr starke Gewichtsverluste. Letztere sind auf 
die Zerst6rung nicht nur des Lignins, sondern auch der braun 
gefiirbten Substanzen, die in vielen Schalen enthalten waren, 
zuriickzufiihren. Allem Anschein nach war die Quantitiét der 
letzteren Schalenbestandteile hiufig eine recht bedeutende. Auf 
ihr Vorhandensein ist es auch wohl vorzugsweise zurtickzu- 
fiihren, daf jene Riicksténde meistens ca. 6 Wochen lang, in 
manchen Fiillen sogar noch langer, mit dem Oxydationsgemisch 
behandelt werden muften, um eine weife Cellulose von gleich- 
miibiger Beschaffenheit zu liefern. Als besonders widerstands- 
fihig erwiesen sich die braun gefiarbten Substanzen, die in den 
Samenschalen von Ricinus communis enthalten waren; wir 
muBten diese Samenschalen ca. 12 Wochen lang mit verdiinnter 
Salpetersiiure und Kaliumchlorat behandeln, um aus ihnen weibe 
Cellulose zu erhalten. Das Gewicht der letzteren betrug nur 
ca. 10°/o vom Gewicht der Tockensubstanz der Schalen. Weit 
rascher gelang die Darstellung solcher Cellulose aus den Samen- 
schalen von Lupinus luteus und Lupinus albus; hier war nur 
3wochentliche Behandlung mit dem genannten Oxydationsge- 
misch erforderlich. 

Dab die braun gefairbten Schalenbestandteile durch Oxy- 
dation zerst6rt wurden, ist auch aus Versuchen zu schliefen, 
in denen wir fein zerriebene Samen- und Fruchtschalen oder 
die beim Kochen der letzteren mit 3°/oiger Schwefelsiure ver- 
bliebenen Riickstiinde mit verdiinnter Salpetersiiure vom spezi- 
fischen Gewicht 1,15 erhitzten. Dabei entwickelten sich unter 
starkem Aufschéiumen braunrote Dimpfe in reichlicher Menge; die 
durch Filtration und Auswaschen mit Wasser von den Lésungen 
getrennten Riickstiinde waren wei oder gelblich gefiirbt und 
zeigten das Verhalten einer, allerdings noch unreinen, Cellulose. 

SchlieBlich ist noch zu erwahnen, daf einige unserer Unter- 
suchungsobjekte, z. B. die Samenschalen von Pinus Cembra 
und Phaseolus vulgaris sowie die Fruchtschalen von Juglans 
regia und Corylus avellana, sich beim Kochen mit verdiinnter 
Schwefelsiiure oder Salzsiiure sch6n rot fiirbten. Auf welchen 
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Schalenbestandteil diese Farbung zuriickzuftihren ist, wissen 
wir nicht. Nicht unmdglich ist es, dai Gerbstoffe dabei eine 
Rolle spielten. Wasserlésliche Gerbstoffe fanden sich aber in 
den Schalen meistens nur in sehr kleiner Menge vor und schienen 
zuweilen ganz zu fehlen. 


Zusammenfassung der Resultate. 


Die Untersuchungen, deren Ergebnisse im vorigen mit- 
geteilt worden sind, hatten den Zweck, einen moglichst voll- 
stiindigen Uberblick iiber die in den Pflanzensamen enthaltenen 
Kohlenhydrate zu gewinnen. Zur Erreichung dieses Zieles war 
es notig, eine ansehnliche Zahl von Samenarten zu untersuchen. 
Ein Teil der beziiglichen Versuche ist schon vor Jahren in 
unserem Laboratorium ausgefiihrt worden; die dabei erhaltenen, 
friiher schon publizierten Resultate sind, wie schon in der Ein- 
leitung erwahnt wurde, in dieser Abhandlung mit beriicksichtigt 
worden. 

Was zuniichst die Kerne der Samen betrifft, so konnten 
wir darin Monosaccharide (Hexosen oder Pentosen) in keinem 
Falle nachweisen. In grofer Verbreitung fand sich dagegen 
Rohrzucker vor. Von den 27 Samenarten, aus denen wir 
diese Zuckerart darzustellen versuchten, gaben nur 2, namlich 
die Samen der gelben und der blauen Lupine ein negatives 
Resultat; vielleicht war aber auch hier Rohrzucker vorhanden, 
jedoch nur in so kleiner Menge; dafi die Isolierung nicht ge- 
lang. Der Rohrzucker wurde stets von anderen wasserldslichen 
Kohlenhydraten begleitet. Meistens lieferten die letzteren bei 
der Oxydation Schleimséure, woraus man schlieSen darf, 
dai bei ihrer Hydrolyse Galaktose entstand. Allem Anschein 
nach finden sich Kohlenhydrate solcher Art in den Samen in 
eben so grofer Verbreitung vor, wie der Rohrzucker. Ihre 
Reindarstellung stieB} meistens auf Schwierigkeiten: von den 
neun QObjekten, die fiir die beziiglichen Versuche verwendet 
wurden, lieferten nur drei, nimlich der Embryo des Weizenkorns 
und die Samen der gelben und blauen Lupine, gut charakte- 
risierte Produkte, die teils mit vdlliger Sicherheit, teils mit 
grofer Wahrscheinlichkeit fiir homogene Substanzen erklart 
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werden konnten. Drei Glukosen waren es, deren Entstehung 
bei Hydrolyse der wasserloslichen Kohlenhydrate sich nach- 
weisen lieB, namlich d-Glukose (Traubenzucker), Fruktose 
und Galaktose. Dai daneben auch Mannose sich bildete, 
konnten wir in keinem Falle nachweisen. 

Die aus den Kernen dargestellten Wasserextrakte lieferten 
bei der Destillation mit Salzséure nur sehr wenig, in einigen 
Fiillen gar kein Furfurol, woraus zu schliefen ist, daf& wasser- 
lisliche Pentosane in den Kernen nur in sehr kleiner Menge 
sich vorfanden und zuweilen ganz felten. Etwas gréfer war 
die Furfurolquantitat nur bei fiinf Objekten; doch betrug auch 
hier der aus der Furfurolmenge berechnete Pentosangehalt 
weniger als 1°/o der Trockensubstanz der Kerne. Was fiir 
Pentosane hier vorhanden waren, laft sich nicht sicher sagen, 
doch ist darauf hinzuweisen, daB an der Konstitution des in 
zwei Samenarten nachgewiesenen Vernins eine Pentose be- 
teiligt zu sein scheint. 

Es ist bemerkenswert, dai die in den Kernen von uns 
vorgefundenen, teils zu den Disacchariden, teils zu den Poly- 
sacchariden gehdrenden wasserléslichen Kohlenhydrate aus- 
schlieBlich oder fast ausschlieBlich von drei Glukosen, namlich 
d-Glukose, Fruktose und Galaktose sich ableiten; dabei 
ist auch noch darauf hinzuweisen, daf die in der Einleitung er- 
wihnten wasserlislichen Kohlenhydrate, die man neben Starke- 
mehl in Cerealiensamen gefunden hat, bei der Hydrolyse ent- 
weder d-Glukose oder Fruktose liefern. Da nun nicht daran 
zu zweifeln ist, dafi diese wasserléslichen Kohlenhydrate als 
Reservestoffe dienen, und daB sie vor ihrer Verwendung in 
den wachsenden Keimpflinzchen in die genannten Glukosen 
libergehen, so darf man annehmen, daf letztere fiir die Er- 
nihrung der Pflanzchen besonders geeignet sind. 

Neben den im vorigen genannten Stoffen finden sich in 
den Kernen in Wasser unlésliche Kohlenhydrate vor; als solche 
sind Staérkemehl, Cellulose und Hemicellulosen zu nennen. In 
stirkemehlfreien, fettarmen Kernen treten die Hemicellulosen in 
bedeutender Quantitit auf; da8 sie hier als Reservestoffe dienen, 
ist mit Sicherheit nachgewiesen worden. Aber auch Kerne, 
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welche viel Starkemehl enthalten, schlieBen neben letzterem 
Hemicellulosen ein, und auch in sehr fettreichen Kernen fanden 
sich solche Stoffe vor, freilich nur in sehr geringer Quantitit. 
Es scheint also, dafb die Hemicellulosen in den Kernen der 
Samen in allgemeiner Verbreitung auftreten. Bei der Hydrolyse 
lieferten viele Hemicellulosen Galaktose in bedeutender Quan- 
titat, andere dagegen Mannose; daneben entstand in vielen 
Fiillen eine Pentose, und zwar war dies, so weit es festgestellt 
worden ist, Arabinose. Stets aber trat letztere in bezug auf 
die Quantitiét gegeniiber den anderen Glukosen stark zuriick. 
So viel bekannt ist, liefern die in den Kernen enthaltenen 
Hemicellulosen bei der Hydrolyse stets ein Gemenge mehrerer 
Glukosen, niemals nur ein einziges Produkt solcher Art. 

Der in heifen verdiinnten Mineralsauren unldsliche Teil 
der Zellwandungen der Kerne enthielt nach den mit ftinf Ob- 
jekten gemachten Versuchen stets echte, in d-Glukose tiber- 
fiihrbare Cellulose, deren Quantitét jedoch nicht grof war. 
Neben d-Glukose lieferte diese Cellulose bei der Hydrolyse in 
einigen Fallen Mannose. 

An der Zusammensetzung der Kerne nehmen nach unseren 
Beobachtungen Pentosane nnr einen geringen Anteil; sie fehlen 
in der Regel fast ganz in den Wasserextrakten und beteiligen 
sich auch nur in geringem Mafe an der Zusammensetzung der 
Hemicellulosen. Weitaus der groBte Teil der in den Kernen ent- 
haltenen Kohlenhydrate leitet sich von Hexosen ab. Man wird 
daraus schlieBen diirfen, daf Hexosen fiir die Ernahrung der 
Keimpflanzen weit gréBere Bedeutung haben, als Pentosen. 

Im Gegensatz zu den Kernen sind die Samen- und Frucht- 
schalen nach unseren Beobachtungen sehr arm an wasserlis- 
lichen Kohlenhydraten; auch Staérkemehl findet sich in ihnen 
gar nicht oder nur in sehr kleiner Menge vor.') Zum groften 
Teil bestehen die Schalen aus stickstofffreien Stoffen, die in 
Ather, in Wasser und in Malzextrakt sich nicht lésen. Unter 
diesen Stoffen finden sich Hemicellulosen in bedeutender Quan- 
titit vor. Letztere lieferten in den an zwolf Objekten ausge- 


1) In den Samen der Kiirbissamen ist Stirkemehl in sehr kleine: 
Menge gefunden worden. 























“a 
ua 
rasa 
Rn 


Uber die in den Pflanzensamen enthaltenen Kohlenhydrate. 391 


fiihrten Versuchen bei der Hydrolyse Pentosen in bedeutender 
Menge, und zwar teils Arabinose, teils Xylose, daneben 
entstand in vielen Fillen Galaktose. Die beim Erhitzen der 
Schalen mit 3°/oiger Schwefelsiiure verbliebenen Riickstaénde 
schlossen «Holzgummi» ein, welches durch kalte 5° cige Natron- 
lauge extrahiert werden konnte; es wurde nachgewiesen, dah 
dieses Produkt bei der Hydrolyse Xylose gab. Die aus jenen 
Riicksténden nach dem Verfahren von F. Schulze dargestellte 
Cellulose schlof ebenfalls Xylan ein: sie lieferte ferner nach 
den mit sieben Priparaten ausgefiihrten Versuchen bei der 
Hydrolyse d-Glukose; daB daneben auch Galaktose oder 
Mannose entstand, konnte in keinem Falle nachgewiesen werden. 
Die Schalen enthielten Lignin in bedeutender Menge, daneben 
meist auch braun gefiairbte Substanzen unbekannter Art. 

Pentosane nehmen nach unseren Beobachtungen an der 
Zusammensetzung der Schalen einen weit groferen Anteil als 
an derjenigen der Kerne. 

Bemerkenswert ist die Mannigfaltigkeit der in den Samen 
sich vorfindenden Kohlenhydrate. Sowohl in den von uns un- 
tersuchten Kernen, als in den Schalen waren stets Kohlen- 
hydrate verschiedener Art neben einander enthalten. Man 
kénnte denken, dafi Kerne, die sehr staérkemehlreich sind oder 
eine sehr grofe Quantitat von Fett einschlieben, in diesen 
Stoffen eine geniigende Menge von stickstofffreiem Reserve- 
material besitzen; aber neben Staérkemehl und Fett fanden sich 
stets noch sowohl wasserldsliche Kohlenhydrate wie Hemi- 
cellulosen vor, in manchen Fallen freilich nur in kleiner Quan- 
titat. DaB aber auch in diesen Fallen die genannten Stoffe als 
veservematerial dienen, kann kaum bezweifelt werden. Man 
kann nicht das Gleiche fiir die in den Schalen enthaltenen 
Hemicellulosen behaupten. Letztere dienen neben Cellulose, 
Lignin, Holazgummi usw. als Material zum Aufbau der Schalen, 
sind aber, so viel man weiB, nicht dazu bestimmt, an der Ernahrung 
der aus den Samen entstehenden Pflainzchen sich zu beteiligen. 

Die genaue Bestimmung des Stérkemehlgehalts der Samen 
wird durch das Vorkommen von Hemicellulosen neben Stiirkemehl 
erscnwert. 











Uber die Enzyme des Akaziengummis und einiger anderer 
Gummiarten. 
Von 
Friedrich Reiuitzer. 


(Der Redaktion zugegangen am 26. Juli 1909.) 


Geschichtliches. 


Vor 100 Jahren bemerkte Géttling?°) und fast gleich- 
zeitig auch Boulay,!®) daf das arabische Gummi die Fahigkeit 
hat, eine milchige Ausscheidung von Guajakharz in Minzen- 
wasser zu bliuen. Schon ein Jahr spéter beobachtete Planche?’) 
die gleiche Blauung durch frische Meerrettigwurzel. Er be- 
schiftigte sich eingehender mit ihr, wies sie bei zahlreichen 
Pflanzen nach und erklarte sie nicht als Oxydationserscheinung, 
sondern als die Wirkung eines in den Pflanzen vorhandenen 
Cyanogens **) und schlug sie auch zum Nachweis einer Ver- 
filschung des Tragants mit arabischem oder Senegalgummi 
vor. Erst Schénbein*!) erkannte die Guajakbléuung als eine 
Oxydationswirkung und fiihrte ihre Entstehung auf ein oxy- 
dierendes Ferment zuriick. Schon im nichsten Jahre gab er 
die Guajaktinktur als empfindlichstes Reagens auf Fermente 
an42) und diese Ansicht erhielt sich lange, obgleich schon 
neun Jahre spiiter Baranetzky4) zeigte, daB es diastatische 
Fermente gibt, die Guajakharz nicht blauen. Sie wurde noch 
mehr gefestigt durch die Angabe Lintners, da die Guajak- 
bliiuung eine fiir die Malzdiastase charakteristische Eigenschaft 
sei. Alle diese Erfahrungen wurden aber zuniichst noch nicht 
auf das Gummi angewendet. Als Struwe*) 1872 beobachtete, 
daf Pyrogallol durch Gummi zu Purpurogallin oxydiert wird, 
dachte er nicht an die Anwesenheit eines besonderen Sauer- 
stoffiibertriigers und Clermont und Chautart,!3) die diese 
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Beobachtung zur Darstellung von Purpurogallin in gréSerem 
MaBstabe beniitzten und den Vorgang genauer studierten, kamen 
zu der Uberzeugung, da8 das Gummi hierbei nicht die Rolle 
eines Fermentes spielen kénne, da bei Anwendung gleicher 
Mengen Pyrogallol die Menge des gebildeten Purpurogallins 
der zugesetzten Gummimenge proportional ist. Sie beobach- 
teten, daf auch andere Phenole durch Gummi oxydiert werden, 
konnten aber fiir die Erscheinung keine Erklirung geben. Bald 
darauf verfiel Wiesner +4) durch Zusammenhalten der Beob- 
achtungen von Planche und Schénbein auf den Gedanken, 
dafS im Gummi ein diastatisches Enzym vorhanden sein miisse, 
das er fiir den Rest jenes Enzyms hielt, dem das Gummi seine 
Entstehung in der Pflanze wahrscheinlicherweise verdankt. Er 
stiitzte sich dabei auferdem noch auf den Stickstoffgehalt des 
Gummis, auf das Schiumen seiner Lésungen, das er der Gegen- 
wart des Enzyms zuschrieb, und auf die Fiahigkeit des Gummis, 
Kleister zu verfliissigen und, wie er glaubte, in Dextrin zu ver- 
wandeln. Er nannte das Enzym Gummiferment, schrieb ihm 
die Eigenschaft zu, Cellulose in Gummi zu verwandeln, und 
glaubte, daB die von C. Reichl) aufgefundene Kohlenhydrat- 
reaktion mit Orcin und Salzséure von diesem Ferment herrihre. 
Mit Hilfe dieser Reaktion glaubte er nachgewiesen zu haben, 
daB das Gummiferment im Pflanzenreich eine weite Verbreitung 
habe und die meisten durch Gummiflu8 entstehenden Gummi- 
arten, sowie auch das Holz- und Wundgummi und den Pflanzen- 
schleim der Lein-, Quitten- und Flohsamen erzeuge. Fiinf Jahre 
darauf zeigte ich,**) dafB das im Gummi enthaltene Enzym aus 
Starkekleister nicht nur Dextrin, sondern auch Zucker erzeugt, 
dafi es nicht imstande ist, Cellulose in Gummi oder Schleim zu 
verwandeln und dafi es auch nicht der Urheber der Reich!schen 
\eaktion ist, die sich vielmehr durch Entstehung eines Fur- 
furols oder Methylfurfurols aus dem anwesenden Kohlenhydrat 
erklirt. Ich zeigte, da& Wiesner diese Reaktion mit Proben 
von Pepsin und Diastase ausgefiihrt hatte, die kohlenhydrat- 
haltig gewesen waren, ohne diesen Umstand beachtet zu haben, 
und so zu der Meinung gekommen war, dai es sich um eine 
Enzymreaktion handle. Weiters, da§ er den durch das Enzym 
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gebildeten Zucker deshalb tibersehen hatte, weil er sehr ver- 
diinnte Gummildsungen und sehr diinnen Kleister verwendet 
hatte, weshalb wit Fehlingscher Lésung so wenig Kupfer- 
oxydul entstanden war, da es erst nach mehrstiindigem Ab- 
sitzen sichtbar geworden wire. Ich zeigte ferner, daB das 
Gummiferment Cellulose nicht zu lésen und nicht in Gummi 
zu verwandeln vermag und daB die gegenteilige Meinung Wies- 
ners, die sich auf die Aufl6sung der sogenannten Stirkecellulose 
durch das Enzym stiitzt und die Unangreifbarkeit der gewéhn- 
lichen Cellulosewiinde aus ihrer physikalischen Beschaffenheit 
erkliirt, unzuliassig ist. Diese Untersuchung lieferte also den 
Beweis, dai das Gummiferment ein diastatisches Enzym ist 
und nicht der Rest jenes Enzyms, das mutmablich bei der 
Gummibildung in der Pflanze die Umwandlung der Zellwiinde 
in Gummi besorgt. Drei Jahre spiiter ver6ffentlichte Bechamps‘) 
eine Untersuchung, welche die von mir gefundenen Tatsachen 
vollig bestétigt. Béchamps kannte anscheinend keine der 
vorhergegangenen Arbeiten, wenigstens fiihrt er keine an. Er 
erklart ausfiihrlich, daB er schon vor laingerer Zeit®) die Ansicht 
ausgesprochen habe, dai in jedem Produkt lebender Zellen 
Enzyme vorkommen kénnen, da diese stets Produkte lebender 
Zellen seien.*) Dies habe ihn auf den Gedanken gebracht, auch 
im Gummi nach einem Enzym zu suchen. Er zeigte dann, 
dali eine 20°/oige Gummilisung einen 5°/oigen Kleister bei 
50° C. in wenigen Stunden verfliissigt und nach 6—12 Stunden 
in ihm grofe Mengen Zucker erzeugt. Durch Bestimmung des 
Drehungsvermégens wies er nach, dafi sich hierbei zuerst 1os- 
liche Stiirke und dann Dextrin und Zucker bildet. Auf dem- 
selben Wege zeigte er, daB das Enzym Rohrzucker nicht inver- 
tiert und auch auf das Gummi selbst nicht verzuckernd einwirkt. 
Anderseits wies er nach, da8 freie Arabinsaiure bei 50° auf 
Kleister unwirksam ist, ihn aber bei 100° zu verfliissigen und 
in geringem Grade auch zu verzuckern vermag. Aus _ allen 
diesen Beobachtungen schliebt Béchamps auf die Anwesen- 
heit eines diastatischen Enzyms im Gummi, das er «Gummi- 
zymase» nannte. Durch diese zwei Arbeiten waren also die 
Angaben Wiesners tiber das Gummiferment in mehreren sehr 
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wesentlichen Punkten als irrig erkannt und berichtigt worden. 
Obwohl nun Wiesner diese Berichtigungen nicht widerlegte, 
blieb er dennoch sowohl in seinem Lehrbuche der Botanik, 
als auch in der 2. Auflage seiner «Rohstoffe des Pflanzenreichs» 
auf seinem urspriinglichen Standpunkte stehen. In letzterem 
Werke 4) sagt er auf 5. 72, Bd. I: «Ich habe in allen von 
mir untersuchten Gummiarten ein spezifisches diastatisches Fer- 
ment aufgefunden, welches nach meinem Dafiirhalten als die 
unmittelbare chemische Ursache der Umwandlung der Cellulose 
in Gummi anzusehen ist. Auch nach den spiiteren von Louis 
Charles Lutz angestellten Beobachtungen ist ein diastatisches 
Ferment bei Entstehung des Gummis (Akaziengummi) anzu- 
nehmen.» Auf S. 85 desselben Werkes sagt er ferner: «Die 
Losungen aller Akaziengummiarten, wie der Gummiarten tiber- 
haupt, wirken diastatisch, fiihren namlich Stirkekleister in 
Dextrin tiber. Da die Enzyme, darunter auch die diastatischen 
Fermente, stark schdumende Loésungen geben, so wird es ver- 
stiindlich, daB auch die Lésungen des Akaziengummis stark 
schitumen. Kocht man die Lésungen des Akaziengummis so 
lange, bis sie nicht mehr diastatisch wirken (und dann auch 
Guajaktinktur nicht mehr blauen), so bleibt das starke Schiumen 
der Lésung beim Schiitteln aus.» Als Beleg fiir dieses Fest- 
halten an seinen Angaben fiihrt Wiesner aufer dem Hinweis 
auf Lutz nur seine eigene Arbeit an, tibergeht also meine und 
Béchamps Befunde vollstandig. Die Arbeit von Lutz,*°) auf 
welche er sich beruft, ist eine Pariser Dissertation aus dem 
Jahre 1895, in welcher der Verfasser (S. 74) tiber die Arbeit 
Wiesners kurz berichtend (!) von der Anwesenheit eines «den 
diastatischen Enzymen sich naéhernden Fermentes» spricht, dann 
die Reaktion mit Orcin und Salzsaure als Furfurolreaktion kenn- 
zeichnet und hieraus den SchluB zieht, daB «die von Wiesner 
erhaltenen Ergebnisse noch sehr diskutabel» seien. Auf S. 76 
teilt er dann einige eigene Versuche tiber dieses Enzym mit. 
Er laft eine Lo6sung von Senegalgummi, die mit Blausiure oder 
Thymol versetzt war, durch 6 Wochen bei 35° C. stehen und 
findet dann erhebliche Mengen von Zucker darin, die er fiir neu 
entstanden hilt. Daf dieser Zucker schon vorher darin war, ist 
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ihm ganzlich unbekannt. Er laft dann ein zuckerfreies Kirsch- 
gummi unter den gleichen Bedingungen auf Stirkekleister ein- 
wirken und findet nach einem Monat eine kleine Menge Zucker. 
Aus diesen 2 Versuchen schlieSt er, daB das im Gummi ent- 
haltene Enzym unter Umsténden Gummi und Starke in Zucker (!) 
zu verwandeln vermége. Mehr hat Lutz tiber diesen Gegen- 
stand nicht verdffentlicht, aber auch dies Wenige fiihrt ihn 
dazu, Wiesners Angaben anzuzweifeln und das Enzym fiir 
ein zuckerbildendes zu erkliren. Wiesner beruft sich daher 
ganz mit Unrecht auf Lutz, der tibrigens ganz einseitig unter- 
richtet war, da er weder meine noch Béchamps Arbeit kennt. 
Auch Zeisel,*') der den chemischen Teil des Abschnittes uber 
die Gummiarten in Wiesners «Rohstoffen» bearbeitet hat, 
stellt sich in dieser Frage, ohne Angabe von Griinden, mehr 
auf die Seite Wiesners. Er fiihrt zwar die Literatur voll- 
stindig an, behauptet aber, es sei noch strittig, ob das Enzym 
des Gummis aus Stirkekleister auBer Dextrin auch Zucker 
bilde oder nicht, und gibt auBerdem ganz im Sinne Wiesners 
an, dafi es bei der Verfliissigung des Stiarkekleisters «auch die 
Cellulose-(Hemicellulose-)Haute der Stérkekérner» lose. Da er 
iiberdies «beziiglich der Rolle, welche dieses Enzym bei der 
Umbildung von Cellulose (!) beziehungsweise Starke (!) zu 
Gummi (!) in der Pflanze spielt», auf die spiéteren Angaben 
Wiesners verweist, so werden dadurch die gegenteiligen Be- 
funde vollstiindig unterdriickt. 

Alle diese Arbeiten enthalten die stillschweigende Voraus- 
setzung, dafs die oxydierenden und diastatischen Eigenschaften 
des Gummis von dem gleichen Enzym herriihren, eine Annahme, 
die sich hauptsichlich auf die Angaben Schénbeins und 
Lintners stiitzte. Durch die Untersuchungen Yoshidas°®°) 
und Bertrands’‘) iiber die Oxydase des japanischen Lackbaumes, 
der letzterer den Namen Laccase gab und die er bald darauf 
in vielen anderen Pflanzen auffand, wurde Bertrand dazu 
gefiihrt, auch die oxydierenden Wirkungen des Akaziengummis 
der Laccase zuzuschreiben. Er dufert sich hieriiber nur ganz 
kurz in einer Anmerkung,®) in welcher er angibt, die Laccase 
sowohl im arabischen wie im Senegalgummi, nicht aber im 
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Kirschgummi gefunden zu haben. Etwas eingehender hat sich 
Em. Bourquelot!!) mit den oxydierenden Wirkungen ver- 
schiedener Gummiarten, namentlich des arabischen Gummis 
beschaftigt. Er zeigte beispielsweise, dab letzteres die Fahigkeit 
hat, Guajakol, Kreosol, Acetylguajakol, Methylanilin, a-Naphthol, 
a-Naphthylamin, Veratrylamin, Orthokresol und Phenol, sowie 
die wiasserigen Ausziige vieler Drogen zu oxydieren. LEinige 
Jahre vorher hatte Jacobson?) gezeigt, dafi durch passendes 
Erwarmen einer Diastaseldsung oder durch Erschépfen ihres 
katalytischen VermOgens oder durch Aussalzen mit Glaubersalz 
ihre Fihigkeit, Guajak mit Wasserstoffperoxyd zu blauen, zer- 
stort werden kann, ehe ihre amylolytische Wirkung verloren 
geht. Er zog hieraus jedoch noch nicht den Schlub, dab diese 
zwei Eigenschaften zwei verschiedenen Enzymen angehéren 
kinnten. Auch Griif?’) hielt zunéchst an der Einheitlichkeit 
des Enzyms fest. Erst Raciborski’) kam bei seinen Unter- 
suchungen tiber das Leptomin zu der Ansicht, dai die Reaktion 
mit Guajak und Wasserstoffperoxyd nicht durch die Diastase 
hervorgerufen wird, sondern durch einen andern Korper. Seine 
Schluffolgerung entbehrte jedoch einer sicheren Grundlage und 
wurde von Griif**) bekimpft. Letzterer fand anderseits in 
Penicillium glaucum eine Diastase, welche die Reaktion mit 
Guajak und Wasserstoffperoxyd nicht gibt,?5) wie solche seiner- 
zeit schon Baranetzky gefunden hatte. 

Mittlerweile hatte die Lehre von der spezifischen Wirkung 
der einzelnen Enzyme durch die Untersuchungen Em. Fischers '5) 
eine wichtige Stiitze erhalten, so daf sich immer mehr die 
Ansicht festsetzte, dafi jede besondere Wirkung durch ein be- 
sonderes Enzym hervorgerufen wird. Dementsprechend miiBbte 
auch beim Gummi die diastatische und die oxydierende Wirkung 
zwei verschiedenen Enzymen zugeschrieben werden, was in- 
dessen in den einschliigigen Arbeiten bisher nirgends ausge- 
sprochen worden ist. Auch die scharfe Unterscheidung der 
Guajakbliuung mit und ohne Wasserstoffperoxyd, welche Chodat 
und Bach?) zur Unterscheidung der Peroxydasen und Oxy- 
dasen fiihrte, hat bei den noch folgenden Untersuchungen tiber 
die Enzyme des Gummis nicht immer Beachtung gefunden. 
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Einige Beobachtungen tiber die Gummienzyme machte Frisch- 
muth'!*) bei seinen Untersuchungen tiber das Gummi der Myrrhe. 
Viel eingehender hat sich Tschirch in Verdindung mit Stevens45) 
mit den Gummienzymen befabit. Sie kamen zu dem Ergebnis, 
dafi das Gummi eine Oxydase enthalte, dai es aber unmdglich 
sei, diese von dem Gummi zu trennen.**) Tschireh beschiftigte 
sich hauptsichlich mit der Laccase im sogenannten Lackgummi, 
dem Gummi des japanischen Lackbaumes, fand aber auch in 
allen Gummiharzen Oxydasen vor. In einigen dieser letzteren 
hatten tibrigens schon vor ihm Wiesner und Bourquelot 
die Guajakreaktion erhalten. Er zeigte, daBb in der Laccase 
des Japanlackes ein Gemisch mehrerer Enyme vorliegt, daf 
ihre Wirkung durch Kochen zerstort, daf sie jedoch hierbei 
nicht gefallt wird. Er wies im Verein mit Stevens nach, daB der 
Stickstoffgehalt des Gummis weder mittels der Lassaigneschen 
Probe noch mittels ihrer Abaénderung von Kehrer nachgewiesen 
werden kann, sondern dies nur entweder durch Erhitzen mit 
trockenem Atzkali gelingt, wobei sich Pyrrol entwickelt, oder 
durch Verbrennen im Sauerstoffstrom mit Kupferoxyd und Nach- 
weis der entstandenen Salpetersidure.**) Er zeigte, daB es nach 
den bis jetzt zur Verfiigung stehenden Methoden nicht gelingt, 
den stickstoffhaltigen Korper von dem Gummi zu trennen, ob- 
wohl es leicht méglich ist, die enzymatischen Wirkungen des 
Gummis zu zerstOren. Er nimmt daher, unter der stillschweigenden 
Voraussetzung, dali die Enzyme stickstoffhaltig sind, eine nihere 
Beziehung zwischen Gummi und Enzym an, |aBt es aber offen, 
ob es sich dabei um eine Verbindung beider handelt, und nennt 
die «mit gummiartigen Substanzen vergesellschafteten Oxydasen » 
«Gummasen>», ein Vorgang, der nicht nachahmenswert ist, da 
er gegen die allgemein gebréuchliche Duclauxsche Bezeichnungs- 
weise verst6{t und daher leicht zu Irrtiimern Veranlassung 
geben kann. Tschirch dufert sich auch tiber die Beziehungen 
zwischen den Gummienzymen und der Entstehung des Gummis. **) 
Er erklirt, daf es «bis jetzt noch nicht erwiesen sei, dab 
das Enzym, das man im Gummi arabicum und den heimischen 
Gummis findet, zur Gummibildung in Beziehung steht. Das 
einzige, was sicher ist, ist, daB es in den Gummis vorkommt» 
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(a. a. O. 884). Die Rolle, welche die Oxydasen bei den Se- 
kreten spielen, sei noch giinzlich unklar und bediirfe weiterer 
Aufklirung (a. a. O. 885). Tschirch scheint die Annahme 
zu machen, dab amylolytische Enzyme in den Gummiarten 
iiberhaupt nicht vorkommen oder zum mindesten nicht sicher 
nachgewiesen seien, wenigstens macht er zu meinen diesbeziig- 
lichen Angaben ein Fragezeichen und erwiihnt auch die amylo- 
lytische Eigenschaft des Wiesnerschen «Gummifermentes» 
nicht. Auch die Béchampssche Arbeit laBt er unerwihnt und 
spricht davon, dai die «Oxydase» des Gummis zur Gummi- 
bildung in Beziehung gebracht worden sei. Der Angabe Tschirchs 
iiber den Nachweis des Stickstoffs in der Oxydase hat spiiter 
Bach!) widersprochen. Er gibt an, daf der Nachweis des 
Stickstoffs sowohl bei den Oxydasen wie bei der Peroxydase 
nach dem Lassaigneschen Verfahren leicht gelinge, wenn 
man Kalium statt Natrium verwendet und nicht zu wenig davon 
nimmt. Ferner stellte er fest, daf eine gereinigte Peroxydase 
aus Meerrettich mit festem Atzkali erhitzt nicht nur Pyrrol, 
sondern auch Ammoniak gibt. Vor zwei Jahren hat ein Schiiler 
Wiesners, V. Grafe,?!) den Versuch gemacht, die Richtigkeit 
der Wiesnerschen Angaben tiber das Gummiferment nach- 
zuweisen und meine gegenteiligen Befunde als Versuchsfehler 
hinzustellen. Auch Grafe kennt die Arbeit von Béchamps 
nicht und beruft sich wie Wiesner auf die friiher genannte 
Arbeit von Lutz und auf eine Arbeit von Garros.!%) In beiden 
Arbeiten soll die Annahme eines Enzyms gemacht werden, das 
Kleister in Dextrin verwandelt, ohne Zucker zu bilden. Daf 
Lutz das gerade Gegenteil behauptet, wurde friiher erwihnt. 
Die Arbeit von Garros hat mit dem Gummiferment gar nichts 
zu tun, denn Garros beschreibt darin ein hefeartiges organi- 
siertes Ferment, also einen Pilz, der die Fiihigkeit hat, den 
unloslichen Teil des Kirschgummis in Lésung zu iiberfiihren 
und von dem er vermutet, da er bei der Gummibildung eine 
Rolle spielen diirfte. Von einem léslichen Enzym wird darin 
gar nichts erwiihnt. Grafe bemiiht sich vor allem, nachzu- 
weisen, daB das Gummi aus Kleister nur Dextrin und keinen 
Zucker bildet. Da das Akaziengummi fast immer kleine Mengen 
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von Zucker enthalt, so kann die Zuckerbildung nur durch eine 
Zuckerbestimmung vor und nach der Einwirkung auf Kleister 
nachgewiesen werden. Grafe glaubt nun, dafB die von mir 
angewandte mafanalvtische Methode wegen des Schiiumens 
der Gummildsungen nicht geniigend genau sei und daf in meinen 
Losungen die Zuckerbildung durch Bakterienwirkung hervor- 
gerufen worden sei. Um diese vermeintlichen Fehlerquellen sicher 
zu umgehen, bestimmte er den Zucker gewichtsanalytisch und 
filtrierte die Gummilésung vor ihrer Einwirkung auf Kleister 
durch keimfreie Pukalfilter. Er erhielt zwar auch unter diesen 
Umstiinden stets einen kleinen Zuwachs an Zucker, der jedoch 
nur geringfiigig war und von ihm auf die «unvermeidlichen 
Fehlerquellen» und auf den Umstand zuriickgefiihrt wurde, «dai 
ja auch die Dextrine, wenn auch in viel schwiacherem Mabe, 
und bei richtiger Kochdauer ohne wesentlichen EinfluB® auf das 
Resultat, Fehlingsche Lésung reduzieren». Auferdem gelang 
es ihm, durch wiederholte Fallung mit 52°/oigem Alkohol ein 
zuckerfreies Gummi herzustellen, das in einem Falle keinen 
Zucker, in einem zweiten nur «Spuren» von Zucker erzeugte. 
SchlieBlich behauptet er, die sehr merkwiirdige Entdeckung 
gemacht zu haben, daB sich dem Gummi durch Ather(!) ein 
Ferment entziehen lasse, das Kleister in Erythrodextrin ver- 
wandelt. Aus diesen Beobachtungen zieht er den Schluf, das 
das Gummiferment aus Kleister nur Dextrin bildet, daB es viel- 
leicht aus zwei Enzymen besteht, von denen das eine Erythro- 
dextrin, das andere aus diesem Achroodextrin bildet und dab 
die Angaben Wiesners tiber die Wirkung des Enzyms villig 
richtig seien. Letztere Behauptung ist natiirlich falsch, denn 
die irrigen Angaben Wiesners tiber die Umwandlung der Cellu- 
lose in die verschiedensten Gummi- und Schleimarten durch 
ein und dasselbe Enzym hat auch Grafe nicht nachgewiesen. 

SchlieBlich wire noch kurz zu berichten, wie sich die- 
jenigen Forscher zu dem im Gummi enthaltenen Enzyme stellen, 
die sich hauptsachlich mit der Entstehung des Gummis _ be- 
schiiftigt haben. Als Ursache der Gummibildung wurde der 
Wundreiz, die Reizung durch Fadenpilze oder Bakterien, Zu- 
tritt des Sauerstoffs, oder Bildung nekrobiotischer Zellen be- 
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zeichnet, oder es wurde das Gummi geradezu als ein Erzeug- 
nis von Bakterien hingestellt. Es wurde Gummibildung sowohl 
aus Zellwinden wie im Zellinhalt (Mikosch) beobachtet. Die 
meisten Beobachter, die eine Umwandlung von Zellwiénden in 
Gummi gesehen haben, dachten dabei an die Mitwirkung eines 
Enzyms, als dessen Entstehungsort sie entweder die lebenden 
oder die abgestorbenen Zellen des Gewebes oder die beobach- 
teten Pilze oder Bakterien ansahen. Ein Beweis fiir die An- 
wesenheit eines solchen Enzyms in den, in Gummibildung be- 
findlichen Geweben oder fiir seine Ubereinstimmung mit dem 
im Gummi vorhandenen ist bis jetzt von niemandem erbracht 
worden, denn Wiesners Versuch, diesen Beweis mittels der 
Oreinreaktion zu erbringen, beruht auf einer irrigen Annahme 
und ist daher mifgliickt. Fast alle Beobachter, welche bei der 
Entstehung des Gummis an die Mitwirkung eines Enzyms 
dachten, stellten sich dieses als hydrolytisch wirkend vor. Nur 
Griib?*) nimmt an, daB es sich dabei um das Zusammen- 
wirken einer Diastase mit «Sauerstoffiibertraigern» handelt, 
durch welche die Aldehyde in Saéuren verwandelt werden, wo- 
durch die Sauren des Gummis entstehen. Eine Oxydation nimmt 
auch Mikosch*?) und Ruhland*°) an und da Tschirch und 
Stevens‘) von einer Beziehung der Oxydasen des Gummis 
zur Gummibildung sprechen, scheinen auch sie eine dahnliche 
Ansicht zu haben. In allen diesen Fillen handelt es sich aber 
immer nur um unbewiesene Annahmen. Es ist ohne weiteres 
klar, dai die Mitwirkung eines Enzyms bei der Entstehung 
des Gummis mdglich und wahrscheinlich ist, woraus aber noch 
nicht folgt, daB dieses Enzym im fertigen Gummi vorhanden 
sein miisse. 


I. Eigene Versuche. 


Verteilung der Enzyme, Verhalten gegen Gifte und 
hohere Temperaturen. 

Aus dem Vorstehenden ist ersichtlich, daB die Kenntnisse 
und Ansichten iiber die im Gummi vorhandenen Enzyme noch 
mit mancherlei Widerspriichen und Unsicherheiten behaftet 
sind und viele Liicken aufweisen. Insbesondere handelt es sich 
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um die Frage, ob das Enzym aus Starkekleister nur Dextrin 
oder auch Zucker bildet, ob es bei der Entstehung des Gummis 
unmittelbar beteiligt ist und ob es Cellulose oder Hemicellu- 
losen in Gummi zu verwandeln vermag. Da die Angaben, welche 
ich tiber diese Fragen seinerzeit gemacht habe, von Wiesner 
unbeachtet geblieben und von Grafe als Irrtum_hingestellt 
worden sind, stellte ich mir die Aufgabe, den wirklichen Sach- 
verhalt einwandsfrei festzustellen. 

Zu diesem Behufe suchte ich mir zundchst solche Gummi- 
sorten zu verschaffen, welche mdglichst reich an_ kriiftig 
wirkenden Enzymen sind. Bei einem Vergleich einer gréBeren 
Zahl iilterer, der Sammlung entnommener und frisch bezogener, 
von der letzten Ernte stammender Muster zeigte sich, daf 
die Verteilung der Oxydase, Peroxydase und Amylase in den 
verschiedenen Sorten starke Verschiedenheiten aufweist und 
daB im allgemeinen die frischen Sorten bedeutend reicher an 
Enzym sind als die iilteren. Unter den frischen Sorten waren 
besonders zwei von E. Moll in Triest bezogene sehr enzym- 
reich, die als hartes und weiches Kordofangummi bezeichnet 
waren. Etwas weniger wirksam war eine sehr reine, fast farb- 
lose, von Kahlbaum in Berlin bezogene Sorte, die ich nach 
ihren Eigenschaften fiir ein weiches Kordofangummi_halten 
mu, und ein ziemlich unreines, stark gefiirbtes Gheziragummi 
von EK. Moll. Mit diesen 4 Sorten wurden die meisten Ver- 
suche ausgefiihrt. Es lag mir nun vor allem daran, die Még- 
lichkeit der Mitwirkung von Bakterien und Fadenpilzen aus- 
zuschalten, ohne die Enzymwirkung zu beeintrichtigen. Am 
besten hat sich mir zu diesem Zwecke Thymol bewiihrt. 
Bokorny’) gibt an, daB eine 0,1°/oige Lésung von Thymol 
die Fiaulnis von Peptonlésungen, Gérung und Vermehrung 
von Hefe und die Verschimmelung von leicht schimmelnden 
Nihrbéden ganz verhindert. Libbert?*) beobachtete bei einer 
Verdiinnung von 1 : 10000 vollstindige Entwicklungshemmung 
gegentiber Staphylococcus pyog. aur. Das Thymol ist also ein 
sehr kriiftiges Bakterien- und Pilzgift. Ich hielt mir eine grifere 
Menge einer kalt gesattigten wiisserigen Thymoll6sung vorratig, 
mit welcher Kleister- und Gummilisungen stets hergestellt 
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wurden. Da Diastase zwischen 55 und 60° C. am kraftigsten 
verzuckert, so war auch fiir das verzuckernde Enzym des 
Gummis fiir diese Temperatur die giinstigste Wirkung zu er- 
warten. In der Tat hat schon Béchamps seine Versuche bei 
50° ausgefiihrt und hierbei reichlich Zucker erhalten. Durch 
das Zusammenwirken einer so hohen Temperatur mit einem 
so kraftigen Pilzgift, wie es das Thymol ist, erreicht man mit 
Sicherheit die Ausschaltung der Mitwirkung aller Spalt-, Sprof- 
und Fadenpilze. Um eine Uberschreitung der Temperatur von 
60° durch zufallige Schwankungen sicher zu vermeiden, blieb 
ich bei meinen Versuchen meist zwischen 52—55° C. Durch 
eine grobe Zahl von Versuchen tiberzeugte ich mich, daf die 
Verfliissigung und Verzuckerung des Kleisters bei dieser hOheren 
Temperatur bedeutend rascher abléuft als bei gewohnlicher 
Temperatur. Zur Erlauterung diene folgendes Beispiel: 

Ein 5°/o iger Kartoffelstarkekleister wurde mit einer 20°/oigen 
Lésung des weichen Kordofangummis von Kahlbaum, das ich 
in der Folge einfach als Kahlbaumgummi bezeichnen will, so 
gemischt, dafi auf 3 G. T. des lufttrockenen Gummis 1 G. T. 
lufttrockene Starke kam*). Die Halfte dieser Mischung wurde 
bei 55° C. die andere Halfte bei 19° C. unter WatteverschluB 
aufgestellt. Die warmstehende Fliissigkeit war nach 4 Stunden 
bis auf wenige Flocken vollig klar, diinnfliissig, enthielt reichlich 
Erythrodextrin und etwas Zucker. Nach 54 Stunden war das 
Erythrodextrin verschwunden und sehr viel Zucker entstanden. 
Aus dem doppelten Volumen Fehlingscher Lisung reduzierte 
die Fliissigkeit das gesamte Kupfer. Die kaltstehende Fliissigkeit 
war noch nach 7 Tagen ganz triib und dick und die vom 
Kleister abfiltrierte klare Lésung enthielt viel Erythrodextrin 
und etwas Zucker. Der Unterschied in der Wirkung bei 19° 
und bei 55° ist also sehr bedeutend. Aus diesem Versuche 
geht aber auch deutlich hervor, daB das Enzym groBe Mengen 
von Zucker bildet, denn das urspriingliche Kahlbaumgummi 
enthalt nur sehr wenig Zucker. Der Unterschied im Reduktions- 


*) Da ich dieses Mischungsverhidltnis, das zuerst von Béchamps 
angewendet worden ist, haufig beniitzt habe, will ich es in der Folge 
kurz als das Béchampssche bezeichnen. . 2% 
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vermoégen gleicher Raumteile des Gummis und der durch die 
Verzuckerung entstandenen Fliissigkeit ist sehr bedeutend. 
Ubrigens werde ich ihn noch durch Zahlen belegen. Es ist 
also zweifellos eine Diastase im Gummi vorhanden. Aus dem 
Verhalten des Gummis zu Guajakharz allein und in Gegenwart 
von H,O, geht ferner hervor, daB es sowohl eine Oxydase 
als auch eine Peroxydase enthiilt, so dab also mindestens 
3 Enzyme darin vorkommen. DaBS es sich hier wirklich um 
3 verschiedene Enzyme handelt und nicht etwa um verschiedene 
Eigenschaften eines Enzyms, geht aus der verschiedenen 
Verteilung dieser 3 Eigenschaften bei den verschiedenen 
Gummisorten, aus ihrem Verhalten zu Enzymgiften und 
zu hdheren Temperaturen hervor. 

Uber ihre Verteilung konnte ich folgende Erfahrungen 
sammeln. Eine helle Sennaarsorte gab mit Guajaklésung auch 
nach langem Zuwarten nicht die geringste Bliuung, wohl aber 
sehr rasch auf Zusatz von H,O,. Der Farbenton war sehr 
dunkel. Sie enthielt also eine Peroxydase, aber keine Oxydase. 
Das Kahlbaumgummi gab mit Guajak nicht die geringste 
Bliuung, nach Zusatz von H,O, entstand erst nach 36 Stunden 
eine auberst geringfiigige, nur eben wahrnehmbare Blaufirbung. 
Es enthalt aber, wie der friiher mitgeteilte Versuch zeigt, eine 
betriichtliche Menge diastatisches Enzym. Die drei von E. Moll 
bezogenen Sorten wurden genau miteinander verglichen. Gleiche 
Mengen Gummilisung (20°/0) wurden mit gleichviel Guajak- 
lésung versetzt. Das harte Kordofangummi wurde rasch schwarz- 
blau, das weiche erst nach 1—2 Minuten hellblau, das Gheziri 
ganz langsam dunkelblau. Alle dunkelten nach 10—15 Minuten 
stark nach, das weiche Kordofangummi blieb aber bedeutend 
heller als die beiden andern. Ganz anders ist die diastatische 
Wirkung verteilt. Die Gummilésungen wurden mit Kartoffel- 
kleister nach Béchamps gemischt und bei 18° und 55° C. 
aufgestellt. In der Warme war bei allen dreien nach 3 
Stunden Verfliissigung und Lésung eingetreten, doch war die 
Menge des ungelisten Anteils beim Gheziri am kleinsten, beim 
harten Kordofan am groBten. Nach 4 Tagen hatten beide 
Kordgfansorten reichlich Zucker und Achroodextrin gebildet, 
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Gheziri dagegen erheblich weniger neben viel Erythrodextrin 
und geléster Stirke. Bei gewOhnlicher Temperatur er- 
zeugte Gheziri auch nach 8 Tagen nur sehr wenig Zucker, 
jéste nur wenig Stirke und erzeugte aus ihr Erythrodextrin. 
Die Kordofansorten dagegen erzeugten in 8 Tagen ungefihr 
ebensoviel Zucker wie bei 55° in 4 Tagen und Achroodextrin. 
Die Angaben tiber die Zuckermengen sind in diesem Falle 
Schiitzungen unter Anwendung stets gleicher Mengen Fehling- 
scher Lésung (4 ccm) und Gummildsung (2 cem) und gleicher 
Kochdauer (1 Minute), was fiir diese Art von Vergleichung 
vollig genugt. 

Man sieht, daf die oxydierende und die diastatische Wirkung 
bei diesen 3 Gummisorten ganz verschieden verteilt ist. Die 
beiden Kordofansorten wirken ungefihr gleich stark diastatisch, 
aber ungleich stark oxydierend, wogegen das Gheziri unge- 
fiihr so stark oxydierend wirkt, wie das harte Kordofan, aber 
viel schwacher diastatisch als dieses. 

Von den untersuchten Pilzgiften zeigte Sublimat die 
auffallendste Wirkung. Die Versuche wurden mit einem frischen 
Dschiddagummi und Kartoffelstirke gemacht. Mischungsver- 
hiltnis nach Béchamps. Kleister und Gummilésung wurden 
mit einer O0,1°/oigen und einer 0,05°/oigen Sublimatlésung her- 
gestellt und die Mischungen sowohl kalt wie warm aufgestellt. 
Wihrend sich nun diese Mischung ohne Sublimat bei 55° schon 
in wenigen Stunden voOllig verfliissigt und nach 30 Stunden 
groBe Mengen Zucker und kein Erythrodextrin enthilt, enthalten 
die mit Sublimat versetzten Mischungen auch nach 5dtiigigem 
Stehen in der Warme den gréften Teil der Stiirke noch unge- 
list, enthalten viel Erythrodextrin und nur Spuren von Zucker, 
entsprechend der im Gummi von vorneherein vorhanden ge- 
wesenen Zuckermenge. Die kaltgestandenen Mischungen ver- 
halten sich gerade so. Sublimat verhindert somit die 
Zuckerbildung sowohl in der Kilte wie in der Wiirme 
vollstindig, setzt aber die Stirkelésung und die Bil- 
dung von Erythrodextrin nur herab. Diese Beobach- 
tung legt die Vermutung nahe, daf hier 2 verschiedene 
Enzyme vorliegen, die gegen Sublimat verschieden 
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empfindlich sind, von denen das eine die Starke list 
und in Erythrodextrin verwandelt, das andere Zucker 
bildet. Fir diese Vermutung spricht auch die friiher mitge- 
teilte Tatsache, daB das Ghezirigummi die Starke besser lést 
als die beiden Kordafansorten, sie aber dann weit unvollkom- 
mener verzuckert als diese, so daf also auch die beiden Eigen- 
schaften der Stirkel6sung und der Zuckerbildung auf verschie- 
dene Sorten ungleich verteilt sind. 

Auch das Verhalten gegen hohere Temperaturen 
spricht fiir die Anwesenheit mehrerer Enzyme. So wird z. B. 
durch einstiindiges Daimpfen einer 20°/oigen Losung von hartem 
Kordofangummi die Oxydase und Diastase vollig zerstért, wiih- 
rend die Peroxydase erhalten bleibt. Erhitzt man die gleiche 
Lésung auf 70°, so ist die Oxydase nach 18 Stunden zerstért, 
die Diastase jedoch meistens noch ganzlich erhalten. Die Per- 
oxydase wird bei dieser Temperatur nach 18 Stunden noch 
nicht zerst6rt, wohl aber nach 48 Stunden. 

Diese Erscheinungen machen es also sehr wahrscheinlich, 
daf im Gummi mindestens drei verschiedene Enzyme vorhanden 
sind, eine Oxydase, eine Peroxydase und eine Diastase. Davon 
scheint letztere auch ein Gemenge von mindestens 2 Enzymen 
zu sein. Dieses Ergebnis steht in vollem Einklange mit zahl- 
reichen neueren Beobachtungen an der Malzdiastase und anderen 
Amylasen, denen zufolge die oxydierenden Wirkungen dieser 
auf Verunreinigung mit Oxydasen und Peroxydasen zurtickge- 
fiihrt werden miissen (Jako bson, #8) Nasse und Fram *)) und 
die Malzdiastase aus mindestens 2 Enzymen besteht. (Kjel- 
dahl, Seyffert, Potevin, Wysmann, Beijerinck, Frinkel 
und Hamburg.) Es ist klar, daf man ein derartiges wechseln- 
des Gemisch verschiedener Enzyme, in dem mitunter sogar 
eines dieser Enzyme fehlen kann, nicht mit dem einheitlichen 
Namen «Gummiferment» belegen kann, wie es noch Grafe 
tut. Ich will nun im folgenden tiber jedes dieser Enzyme noch 
einige Beobachtungen mitteilen. 

II. Oxydase. 


Das Vorhandensein von Oxydasen ist bekanntlich von 
verschiedenen Seiten angezweifelt worden. Einerseits wurde 
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auf die geringe Verlaflichkeit der Guajakreaktion hingewiesen, 
anderseits gezeigt, dab bei Anwesenheit von Mangan- oder 
Eisensalzen bei sehr schwach alkalischer Reaktion die gleichen 
Oxydationserscheinungen zustande kommen wie durch die Oxy- 
dasen und dai sich durch Fiallung indifferenter Kolloide bei 
Gegenwart dieser Salze kiinstliche Oxydasen herstellen lassen. 
(Trillat, Lépinois, Spitzer, Saccharoff, Dony-Hénault')). 
Es miiBte also untersucht werden, ob die Guajakreaktion mit 
anderen Oxydationswirkungen gleichen Schritt halt und ob 
nennenswerte Mengen von Mangan oder Eisen nachweisbar sind. 

Nasse und Framm®*) haben aus dem Umstande, dafi die 
Guajakblauung auch beim Mischen von mit CO, oder H, ge- 
siittigten L6ésungen eintritt, den Schlu8B gezogen, daf es sich 
hierbei um keine Oxydation, sondern um eine Hydroxylierung 
handelt. Dieser Schluf ist irrig, denn es ist festgestellt, daB 
die a-Guajakonsdure durch die verschiedensten Oxydationsmittel 
in Guajakblau und dieses durch Reduktionsmittel wieder in 
a-Guajakonsiiure verwandelt werden kann. Guajakblauung zeigt 
also sicher eine oxydierende Wirkung an. Akaziengummi ver- 
mag denn auch zahlreiche andere Verbindungen zu oxydieren, 
die schon in der Einleitung erwihnt worden sind. Ich habe 
die Wirkung verschiedener Gummisorten auf Pyrogallol, Hydro- 
chinon, Phenol, a-Naphthol, Anilin, Dimethyl-p-phenylendiamin, 
auf die Indophenolprobe (nach ROhmann und Spitzer) und 
auf Tyrosin gepriift. Da Gummilésungen deutlich sauer reagieren, 
findet die Oxydation tiberall dort, wo nicht absichtlich alkalisch 
gemacht wird, in saurer Lésung statt, so dafi die Begiinsti- 
gung der Reaktion durch freies Alkali hier wegfillt. Das ist 
der Fall bei allen Phenolen. Das Kahlbaum-Gummi gab, wie 
schon friiher erwiihnt, mit Guajak keine Bliuung. In Uber- 
einstimmung hiermit blieben bei dieser Sorte auch alle anderen 
Oxydationswirkungen aus, wogegen sie bei den anderen Sorten 
eintraten. Die kraftigsten Wirkungen erhielt ich mit dem harten 
Kordofangummi, das auch die kraftigste Guajakbliuung gab. 
Es erzeugte reichlich Purpurogallin, briiunte eine Hydrochinon- 
l6sung schon nach wenigen Stunden und verwandelte sie nach 
51/2 Wochen in eine tiefdunkelbraune, nur in diinnen Schichten 
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durchsichtige, stark nach Chinon riechende Fliissigkeit. Phenol 
firbte es rotlich gelb, spater braunlich, a-Naphthol rasch violett. 
Letztere LOsung erstarrte nach wenigen Tagen zu einer fast 
undurchsichtigen, sehr dunkelvioletten, zittrigen Gallerte. Bei 
der Indophenolprobe (a-Naphthol, p-Phenylendiamin, Na,CO,), 
die in alkalischer Lésung ausgefihrt wird, trat sehr rasch 
eine tiefe Blaufiirbung ein und es schied sich bald ein blauer 
Niederschlag ab. Dagegen wurde das von Wurster empfohlene 
Dimethyl-p-phenylendiamin in schwach alkalischer Lésung nur 
sehr langsam und unbedeutend oxydiert. Auch Anilin wurde 
nur langsam oxydiert und zwar als Salz betrichtlich langsamer, 
als im freien Zustande. 

Wichtig war es zu erfahren, ob die Oxydase die Fihig- 
keit hat, Tyrosin zu oxydieren, ob also eine Tyrosinase vor- 
handen ist. Der Versuch wurde mit einigen Gummisorten bei 
gewohnilicher Temperatur und bei 50°, in saurer und neutra!er 
Losung gemacht und bis auf 5 Tage ausgedehnt. Es trat nie- 
mals die geringste Veriinderung ein. Es ist somit keine 
Tyrosinase vorhanden. Nach allen Eigenschaften, welche 
die Oxydase zeigt, hat sie jedenfalls die griBte Abnlichkeit mit 
der Laccase Bertrands und kann voriaufig mit diesem Namen 
belegt werden, wie es von Bertrand geschehen ist. 

Hunger?) hat angegeben, dai Glykose und Gerbstoffe 
die Guajakreaktion der Oxydase verhindert. Ich konnte bei 
Zusatz von Traubenzucker auch in betrachtlicher Menge keine 
Verhinderung beobachten, wohl aber bei Zusatz von Tannin. 
Es trat dann mit Guajak nur eine schwache, schmutzig griinlich- 
graue Fiirbung ein, die bald verschwand. Ein gr6Serer Zucker- 
gehalt einer Gummisorte kann also niemals die Ursache fiir ein 
etwaiges Ausbleiben der Guajakreaktion sein. 

Ich machte noch einige Versuche, um festzustellen, ob die 
oxydierenden Wirkungen nicht von anderen Korpern herrihren 
kénnten. Da das Gummi aus lebenden Geweben stammt, wire 
die Anwesenheit von Spuren von Nitriten mdglich, wenn auch 
nicht wahrscheinlich. Ich priifte grOBere Mengen dreier Sorten 
mit KJ und Stiirkekleister, mit m-Phenylen-diaminsulfat und mit 
Natriumnaphthionat und B-Naphthol (Riegler). Ich konnte jedoch 
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nur mit letzterem Reagens, das fiir das empfindlichste gilt, eine 
unsichere Reaktion erhalten. Es diirften also wohl kaum Nitrite 
yorhanden sein, da Riegler als Grenze seiner Reaktion ein 
Hundert-Milliontel angibt. 

Um festzustellen, ob die Oxydationen nicht durch die An- 
wesenheit erheblicher Mengen von Mangan oder Eisen hervor- 
gerufen werden, wurden etwa 10g der starkst oxydierenden 
Gummisorte verascht und mit einem Teile der Asche eine 
Manganschmelze gemacht. Es war nicht die geringste Griin- 
fiirbung wahrnehmbar. Der Rest der Asche wurde in CIlH ge- 
lost, mit NaOH gefillt und das hierbei ausfallende MgO, bei 
dem etwa vorhandenes Mangan angereichert sein muBbte, noch 
einmal verschmolzen. Jetzt zeigte die Schmelze an zwei Stellen 
einen sehr blassen griinlichen Stich. Da Bertrand seine Laccase 
manganhaltig fand, so konnte diese Spur der Laccase zugehéren. 
Eisen konnte in der Asche sehr deutlich nachgewiesen werden. 
Entsprechend diesem duferst geringen Mangangehalte konnte 
ich auch beobachten, dai Zusatz von Mangansulfat die Oxydation 
von Hydrochinon durch die Oxydase merklich beschleunigt. Von 
zwei gleichen Proben setzte die mit Mangansulfat gemischte 
bedeutend frither Krystalle ab und roch viel friiher stark nach 
Chinon als die andere. Erst nach 10 Tagen war der Unter- 
schied zwischen den beiden Proben nur noch gering. 

Da somit das Gummi entweder ganz manganfrei ist oder 
nur sehr geringe Spuren von Mangan enthalt und da es iiber- 
dies auch in saurer Losung oxydiert, so fallen bei ihm die 
zwel Haupteinwande, welche namentlich von Dony-Hénault"*) 
gegen das Bestehen von Oxydasen geltend gemacht werden, 
weg, wenn man nicht etwa den Eisengehalt fiir die oxydierenden 
Wirkungen verantwortlich machen will. Es scheint also im 
Gummi eine wirkliche Oxydase vorhanden zu sein. 

Beziiglich des Vorkommens der Oxydase in ver- 
schiedenen Gummisorten wurden schon friiher einige Angaben 
gemacht. Ich méchte noch hinzufiigen, daB ein frisch gesammeltes 
Zwetschgengummi erst nach 40 Stunden eine ganz schwache 
Blaufaérbung gab und ein ebenfalls frisches, in Wasser ganz lis- 
liches Marillengummi eine hellblaue, rasch verblassende Fiirbung. 
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Ein laccasehaltiger Tragant ist mir nicht untergekommen, was 
auch schon mehrere andere Beobachter angegeben haben. 
Beziiglich des Verhaltens zu hOheren Temperaturen 
wurde schon erwiihnt, da die Gummilaccase durch einstiindiges 
Diimpfen und durch 18sttindiges Erhitzen auf 70° C. zerstért 
wird. Hinzufiigen will ich noch, daf sie durch 6stiindiges Er- 
hitzen auf 70° noch nicht merklich verandert wird, wohl aber 
durch 4tiigiges Erwirmen auf blof 50°. Es setzt dann die 
Guajakbliuung erst nach etwa 15 Minuten ein und erreicht erst 
nach einer halben Stunde ihre volle Stirke. Bemerkenswert 
ist, da hierbei die Laccase in den verschiedenen Gummisorten 
in ganz anderem Verhiltnis angegriffen wird, als sie urspriing- 
lich vorhanden war, was wohl mit Nebenbestandteilen des Gummis 
zusammenhingen diirfte. Kochen der Gummildsung zerstort die 


Laccase binnen zwei Minuten. 


III. Peroxydase. 


Diese laft sich am leichtesten in solchen Gummisorten 
auffinden, welche keine Oxydase oder nur so geringe Spuren 
davon enthalten, daf} die Guajakbléuung erst nach vielen Stunden 
eintritt. Da die Peroxydase durch Erhitzen auf 70° C. erst nach 
48 Stunden zerstért, nach 18 Stunden aber noch nicht merk- 
lich geschwiicht wird und da sie auch einstiindiges Dampfen 
ohne wesentliche Veranderung vertragt, was fiir die Oxydase 
nicht gilt, so léBt sich durch dieses Hilfsmittel letztere zer- 
stéren und dann erstere nachweisen. Auf diese Weise konnte 
ich sie z. B. im harten und weichen Kordofangummi nach- 
weisen. Ferner fand ich sie in einem Sennargummi und in dem 
friiher erwihnten frischen Zwetschgen- und Marillengummi. Im 
Tragant fehlt sie. Im Kahlbaumgummi war sie nur in Spuren 
vorhanden, denn die Blaéuung trat bei diesem erst nach 36 Stunden 
ein. Andere Sorten wurden nicht gepriift, doch diirfte sie wohl 
in den meisten vorkommen. 


IV. Amylase. 


Im Hinblick auf die von Wiesner und Grafe geleugnete 
Fahigkeit der Gummiamylase, aus Stirkekleister Zucker zu bilden, 
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war es vorerst notig, diese Eigenschaft ganz zweifellos festzu- 
stellen. Es wurden daher zunachst einige quantitative Be- 
stimmungen ausgefihrt. Zur Zuckerbestimmung wurde das 
Pfliigersche Oxydullverfahren*) gewiahlt, das sich durch 
besondere Genauigkeit auszeichnet. Es wurden 100 g luft- 
trockenes hartes Kordofangummi in Thymolwasser zu 500 cem 
gelést und die Losung durch etwas Watte filtriert, um die kleinen 
Mengen von Holz- und Rindenteilchen zu entfernen. In je 50 eem 
dieser Lésung wurde der Zucker bestimmt. Ferner wurden 
4.000 g lufttrockene Kartoffelstirke von 13,72°/o0 Wassergehalt mit 
80 ccm Thymolwasser eine Minute gekocht, nach dem Auskiihlen 
mit 60 eem der Gummilésung gemischt und durch 87 Stunden 
bei 52—5d5° unter WatteverschluB stehen gelassen. Diese Zeit 
genigt nach meinen Erfahrungen fiir dieses Gummi vollig zur 
vollstiindigen Verzuckerung. Das Mischungsverhiiltnis ist, wie 
man sieht, das Bechampssche. Die verzuckerte LOsung wurde 
auf 180 ccm aufgefiillt und in je 10 ecm der Zucker bestimmt, 
da sie so zuckerreich war, da eine grofere Fliissigkeitsmenge 
zu viel Kupferoxydull gegeben hatte. Grafe behauptet, da das 
Messen von Gummilésungen wegen des Schéumens ungenau sei 
und daher mafianalytische Methoden dafiir nicht verwendbar 
seien. Einem Anfiinger mag dies wohl Schwierigkeiten bereiten. 
Bei einiger Geschicklichkeit und Erfahrung ist es jedoch ganz 
leicht, Gummil6sungen ohne das mindeste Schéumen sehr genau 
zu messen. Die Bestimmungen ergaben fiir 100 ccm der ur- 
spriinglichen Gummilésung: 
0,1100 g:; 0,1130 g; 0,1020 g Dextrose, 

im Mittel also 0,1080 g Dextrose. Nach Verzuckerung der 
Stirke ergab sich fiir 100 cem der urspriinglichen Gummildsung 
1,7460 g: 1,9650 g; 1,9320 g Dextrose. 

Die erste dieser drei Zahlen ist etwas zu niedrig, da das 
Asbestfilter bei dieser Analyse etwas undicht war. Das Mittel 
aus den 2 anderen ist 1,9485. Es haben somit 100 ccm der 
Gummilésung 1,9485 — 0,1080 = 1,8405g Zucker als 
Dextrose gerechnet neu gebildet. Da in einer mit Thymol 
gesittigten Lésung bei 50—55d° jede Bakterienwirkung ausge- 
schlossen ist, so kann dieser Zucker nur durch das Enzym 
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entstanden sein. Es wurde tibrigens, um den geringen, durch 
Verfliichtigung des Thymols entstehenden Verlust auszugleichen, 
stets etwas festes Thymol im Uberschuf zugesetzt. 

Um die Tatsache der Zuckerbildung noch auf andere Art 
festzustellen, schlug ich noch mehrere andere Wege ein. Zuniichst 
beniitzte ich die Eigenschaft der Enzyme, durch gewisse Stoffe, 
wie Seide oder Fibrin adsorbiert zu werden, dazu, die Amylase 
von den tibrigen Bestandteilen des Gummis zu trennen. Eine 
groBere Menge kaufliches Fibrin (Merck) wurde 48 Stunden in 
Thymolwasser gequellt, filtriert’ und gewaschen. Ein kleiner 
Anteil dieses Fibrins wurde in Thymolwasser, ein anderer mit 
1°/oigem Kleister bei 50° durch 8 Tage stehen gelassen, um 
sicherzustellen, ob das Fibrin nicht selbst schon Kleister ver- 
zuckert, oder an Wasser Spuren von Zucker abgibt. Beides 
war nicht der Fall. Die Hauptmasse des Fibrins wurde mit 
einer 20°/oigen Lésung von weichem Kondofangummi durch 
3 Tage in der Kiilte stehen gelassen und 6fters durchgeriihrt. 
Dann wurde es abgeseiht und zehmal je eine Stunde mit stets 
erneutem Thymolwasser stehen gelassen und schlieflich am 
Filter noch einige Zeit gewaschen. Dann wurde es mit 1°/oigem 
Thymolkleister bei 50° aufgestellt. Nach 16 Stunden war der 
Kleister fast véllig gelést und gab mit J eine reine Blaufirbung. 
Nach 26 Stunden konnte bereits eine Spur Zucker nachgewiesen 
werden. Nach 2!/2 Tagen firbte J rot, nach 3!/2 Tagen gab 
Fehlingsche Lésung eine kraftige Reduktion. Nach 10/2 Tagen 
war die Verzuckerung bis auf Spuren von Erythrodextrin be- 
endet und es war eine ansehnliche Menge von Zucker ent- 
standen. Es hat hier also die adsorbierte Amylase deutlich 
stiirkelédsend und zuckerbildend gewirkt. Da das urspriingliche 
Fibrin unter den gleichen Bedingungen den Kleister selbst nach 
& Tagen nicht verdndert hatte, so ist eine andere Deutung 
dieser Beobachtung nicht mdglich. 

Eine weitere Moglichkeit, die Zuckerbildung durch die 
Gummiamylase nachzuweisen, bietet die Auffindung zuckerfreier 
Gummisorten. In einem frisch gesammelten Marillengummi 
fand ich ein ganz klares, hellgelbes, noch zahfliissiges Stiick, 
das sich in Wasser vollig klar léste und vollstandig frei von 
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Zucker war. Es enthielt nur wenig Oxydase, dagegen viel 
Peroxydase und Amylase. Kleister wurde durch dieses Gummi 
bei 50° schon nach 8 Minuten vollkommen verfliissigt. Nach 
30 Minuten farbte J bereits violett, nach einer Stunde rot, 
nach 3 Stunden rotlichgelb und nach 5 Stunden rein gelb. 
Selbst mit den kraftigst wirkenden Sorten des Akaziengummis 
konnte ich diese vollstandige Umwandlung der Stiirke erst nach 
24 Stunden erreichen. Das Marillengummi war also ungewohn- 
lich reich an Amylase. Die damit aus dem Kleister erhaltene 
Fliissigkeit reduzierte Fehlingsche Losung sehr stark. Hier ist 
also in einer ganz kurzen Zeit, bei 50°, in Gegenwart von 
Thymol, in einer ganz zuckerfreien Fliissigkeit viel Zucker ent- 
standen. Es kann also kein Zweifel dariiber bestehen, daf 
die Amylase Zucker bildet. Es ist tibrigens durchaus nicht 
jedes Gummisttick so enzymreich. Ein von dem gleichen Baume 
stammendes, triibes, dunkel gelbrotes Stiick, das sich in Wasser 
triib léste, enthielt so wenig Amylase, dafi die Hydrolyse nach 
6 Wochen erst bei der Bildung von Erythrodextrin angelangt 
war! Auch manche Traganthsorten enthalten Amylase. Da sie 
stets zuckerfrei sind, so sind sie zum bequemen Nachweis der 
Zuckerbildung ebenfalls verwendbar. Am besten eignen sich 
die gelblichen, in Wasser schlecht quellenden Sorten. Von einer 
solchen wurden 2 g in 50 ccm Thymolwasser 3 Tage gequellt, 
dann die zwischen den aufgequollenen Stiicken vorhandene 
diinne Fliissigkeit abfiltriert und mit 1°/oigem Kleister bei 
53—5Dd° C. aufgestellt. Die Fliissigkeit war nach 4 Stunden 
klar, farbte sich mit J violett, nach 20 Stunden rot, nach 3 Tagen 
gelbrot, nach 7 Tagen gelb und gab dann mit Fehlingscher 
Losung eine starke Reduktion. Nicht alle Traganthsorten ent- 
halten Amylase. Die rein weifen, ausgelesenen enthalten meist 
nur Spuren davon. 

Alle diese Beobachtungen beweisen einwandsfrei, dab die 
Amylase der Gummiarten aus Starkekleister Zucker erzeugt. 
Die Vermutung lag nahe, daf dieser Zucker Maltose ist. Da 
neutrales Kupferacetat von Maltose nicht reduziert wird, wohl 
aber von Dextrose (Maerker#!), Sieben**)), so labt sich auf 
diese Weise leicht feststellen, ob Maltose vorhanden ist. Der 
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Versuch wurde mit einem frischen Dschiddagummi gemacht. 
Je 1 cem der Losung mit Fehlingscher Lésung und mit Kupfer- 
acetat gekocht gibt keinen sicher erkennbaren Unterschied in 
der Menge des Niederschlages. Der urspriinglich im Gummi 
vorhandene Zucker ist also jedenfalls Dextrose. Kleine Mengen 
von Maltose kénnten daneben allerdings noch vorhanden sein, 
da solche auf diesem Wege unbemerkt bleiben. Nun wurde 
im Béchampsschen Verhiiltnis mit Kleister gemischt, bei 50° 
aufgestellt und nach 37 Stunden wieder in derselben Weise 
gepriift. Es entstand mit Fehlingscher Lésung mehr als doppelt 
so viel Niederschlag als mit Kupferacetat. Somit ist der 
entstandene Zucker Maltose. Um diese wichtige Tatsache 
sicher festzustellen, wurde die Maltose noch durch die Eigen- 
schaften ihres Osazons gekennzeichnet. Das Maltosazon ist 
nach Grimbert??) in kaltem 50°/oigem Aceton leicht léslich, 
wogegen das Dextrosazon darin unloslich ist. Auferdem ist 
ersteres in alkoholischer L6sung rechtsdrehend, letzteres links- 
drehend. Zur Darstellung des Osazons wurde Kleister mit 
hartem Kordofangummi verzuckert und nach der Fischerschen 
Vorschrift behandelt. Im Filtrat vom heif filtrierten Dextrosazon 
fiel unreines Maltosazon heraus. Es wurde zur Reinigung nach 
Grimbert weiter behandelt und schlieBlich aus 50°/oigem 
Aceton in schinen nadelférmigen Krystallen erhalten. Die Aus- 
beute ist infolge des vorhandenen Gummis schlecht, so daf 
zur Polarisation nur eine sehr verdiinnte Losung verwendet 
werden konnte. Sie gab im 100 mm-Rohr 
ap = + 0,06". 

Um konzentriertere Losungen polarisieren zu k6nnen, 
wurde noch eine weitere Menge hergestellt. Diese gab im 
100 mm-Rohr 

ap = + 0,15° 
und im 200 mm-Rohr 
ap = + 0,31". 

Das Osazon ist also zweifellos rechtsdrehend. Hiernach 
und nach der Léslichkeit in 50°/oigem Aceton ist es Maltosazon, 
der Zucker also Maltose. Da das Reduktionsvermégen der 
Maltose viel geringer ist als das der Dextrose, so ist die frihere 
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Angabe tiber die Menge des entstandenen Zuckers zu niedrig, 
da er als Dextrose gerechnet worden ist. Die Angaben iiber 
das Reduktionsvermoégen der Maltose lauten ziemlich verschieden ; 
fiir das Pfliigersche Verfahren, das héhere Kupferwerte gibt 
als die meisten anderen, ist es tiberhaupt noch nicht bestimmt. 
Ich muBte es daher erst selbst bestimmen. Da es sich hier 
nicht um absolut genaue Werte handelt, so begniigte ich mich 
mit 2 Bestimmungen, und zwar fiir jene Kupferoxydullmengen, 
die bei meinen Bestimmungen am haufigsten vorkamen. Zur 
Bestimmung wurde eine chemisch reine, krystallisierte, iiber 
Schwefelsiiure getrocknete Maltose verwendet. Die beiden Be- 
stimmungen ergaben: 

100 mg Dextose entsprechen 174,2 mg wasserfreier Maltose und 


100 » > > 174,75 » > > 
fiir die Berechnungen wurde das Mittel aus diesen 2 Zahlen, 
naimlich: 174,475 


senommen. Berechnet man mit dieser Verhiltniszahl aus der 
friiher gefundenen Dextrose die Maltose, so ergibt sich aus 
1.8405 g Dextrose 3,2112 g Maltose fiir 100 ccm der Gummi- 
lésung. Da diese 100 ccm urspriinglich nur 0,108 g Dextrose 
enthalten haben, so hat sich fast genau 30mal so viel Mal- 
tose neu gebildet, als urspriinglich Dextrose vorhanden war. 

Alle diese Tatsachen zusammengenommen be- 
weisen also, dai die im Gummi vorhandene Amylase 
nicht, wie Wiesner und Grafe behaupten, aus Kleister 
bloB Dextrin bildet, sondern auferdem noch Maltose. 

Um darzutun, da8B meine Angaben zuverliassiger sind, als 
jene Wiesners und Grafes, muf ich naher erkliren, warum 
von diesen die Zuckerbildung nicht gefunden worden ist. Wiesner 
versetzte bei den meisten seiner Versuche 5 ccm einer 2°/oigen 
Gummilésung mit 1 ccm eines halbprozentigen Kleisters. In 
9 ecm dieser Gummilésung sind etwa 0,5—1,0 mg Dextrose 
vorhanden, welche bei halbstiindigem Kochen mit Fe hlingscher 
Losung etwa 1,5—3 mg Kupferoxydull geben, bei kurzem Kochen 
jedoch nur 1—2 mg. 1 ccm eines 0,5°/oigen Kleisters enthalt 
2 mg Starke, welche bei mindestens eintaégiger Einwirkung von 
Gummi bei 50° so viel Zucker gibt, daS dadurch bei langem 
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Kochen 3,5 mg Kupferoxydull, bei kurzem Kochen aber nur etwa 
2,4 mg abgeschieden werden. Es handelt sich also hier um 
sehr kleine Mengen von Kupferoxydull. Diese bleiben be- 
kanntlich in der Fehlingschen Lésung lange Zeit schweben 
und liésen sich bei liingerem Stehen durch Oxydation teilweise 
oder ganz auf (Kjeldahl, Pfliiger). Dieshat namentlich Pfliiger 
bei Ausarbeitung seiner Bestimmungsmethode eingehend unter- 
sucht und festgestellt. Unter solchen Umsténden ist es daher 
ganz leicht méglich, die Ausscheidung des Kupferoxydulls ginz- 
lich zu iibersehen, und es ist daher auch nicht auffallend, daf 
Wiesner in seiner Arbeit von dem ursprtinglich im Gummi 
vorhandenen Zucker nichts erwahnt. Grafe gibt in seiner 
Arbeit (S. 256) fiir diese letztere Tatsache allerdings eine andere 
Erklarung. Er behauptet namlich, von Wiesner erfahren zu 
haben, daB er das verwendete Gummi vorher von Zucker be- 
freit habe, diesen Umstand aber, als ganz selbstverstandlich, 
in seiner Arbeit nicht erwahnt habe. Bei einem solchen Sach- 
verhalt miiBte natiirlich die Menge des ausgeschiedenen Kupfer- 
oxydulls in Wiesners Versuchen noch kleiner gewesen sein, 
da ja die urspriinglich vorhanden gewesene Dextrose entfernt 
war, sodaB dadurch das Ubersehen des neu entstandenen 
Zuckers noch erklirlicher wird. Es ist tibrigens sehr be- 


dauerlich, dafS Grafe von Wiesner nicht erfahren hat, auf 


welche Weise er den Zucker aus dem Gummi entfernt hat. 
Es ist niimlich bis jetzt trotz aller Miihe noch niemandem 
gelungen, ein sicheres Verfahren zu finden, durch das man 
den Zucker aus dem Gummi entfernen kénnte, ohne dabei 
die Enzyme zu zerstéren oder doch bedeutend abzu- 
schwadchen. Grafe hatte sich dann die Miihe, selbst nach 
einem solchen Verfahren zu suchen, ersparen kénnen. Er 
glaubt zwar, durch wiederholte Fallung einer 15°/oigen Gummi- 
lOsung mit 52°/oigem Alkohol zum Ziele gekommen zu sein, 
gibt aber selbst an, dafb «in einigen Fallen» das erhaltene 
Gummi keine Fermentwirkung mehr zeige, dagegen mit «einem 
gelungenen derartigen Praparate» keine Zuckerbildung eintrat, 
bei einem anderen jedoch Spuren von Zucker nachweisbar waren. 
Wie man sieht, fiihrt dieses Verfahren nur gelegentlich zum 





Baten ae Ven red 


i 
i 











Uber die Enzyme des Akaziengummis. 377 


Ziel und gegen das damit erhaltene Ergebnis muf ein schweres 
Bedenken erhoben werden. Da namlich die wiederholte Fiil- 
lung mit Alkohol die Enzyme haufig auch ginzlich zerstért, 
so kann auch gelegentlich der Fall eintreten, dafB von den 
beiden Enzymen, aus denen die Amylase besteht, das zucker- 
bildende zerst6rt wird, das stirkel6sende jedoch erhalten bleibt. 
Nach den Untersuchungen von Frankel und Hamburg!®) kann 
an dem Bestande dieser zwei Enzyme nicht mehr gezweifelt 
werden, und ich werde spater zeigen, dai sie sich auch in 
der Gummiamylase sicher nachweisen lassen. Ich habe tibrigens 
das Grafesche Verfahren wiederholt und zuniichst festgestellt, 
daB eine 15°/oige Gummilésung weder durch einen Alkohol 
yon 52 Volumenprozent noch durch einen solchen von 52 Ge- 
wichtsprozent gefillt wird. Die Fallung tritt nur dann ein, wenn 
man das Gummi in kalkhaltigem Brunnenwasser lést und den 
Alkohol mit ebensolchem Wasser verdiinnt! Ich habe daher 
einen anderen Weg eingeschlagen. Die 15°/oige Gummilésung 
wurde mit CaCl, versetzt und so lange mit 96°/oigem Alkohol 
versetzt, als noch ein Niederschlag entsteht. Es entsteht da- 
durch ein dicker, kisiger, sich rasch ballender Niederschlag, 
der leicht mit verdiinntem Alkohol und Wasser abgespiilt werden 
kann. Durch Wiederholung dieses Verfahrens habe ich ein 
Gummi erhalten, das nur noch Spuren von Zucker enthielt 
und Kleister noch sehr kraftig verzuckerte. Der im Gummi 
entstehende Niederschlag mit Fehlingscher LOsung wurde erst 
nach mehrstiindigem Stehen oder durch Abschleudern sichtbar, 
wogegen durch Verzuckerung von Kleister schon nach 23 Stunden 
bei 50° so viel Zucker entstanden war, daB eine kraftige Re- 
duktion eintrat. Dies beweist also, dab tatsachlich bei dem 
von Grafe eingeschlagenen Wege das zuckerbildende Enzym 
bereits zerst6rt war. Ich habe auch schon im Jahre 1890 bei 
meiner ersten Untersuchung des Gegenstandes eine ganze 
Reihe verschiedener Wege zur Entfernung des Zuckers ohne 
Schadigung des Enzyms versucht, ohne zum Ziele gekommen 
zu sein, und Wiesner wiirde sich daher ein Verdienst er- 
werben, wenn er das vonihm angewandte Verfahren verOffentlichen 
wurde, umsomehr als es héchstwahrscheinlich sehr einfach sein 
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diirfte, da er sonst seine Schilderung jedenfalls, bei der breiten 
Darstellung seiner Arbeit, nicht tibergangen hatte. 

Grafe hat noch einen Versuch ausgefiihrt, welcher nach 
seiner Ansicht sicher beweisen soll, da8 die durch den Gummi 
hervorgerufene Verzuckerung nicht von denEnzymen des Gummis, 
sondern von Bakterien herriihre. Er filtrierte das Gummi 
durch ein Pukalfilter und erzielte durch das Filtrat keine Zucker- 
bildung. Mit diesem Versuche werde ich mich noch spater 
beschiaftigen und werde zeigen, daf er nicht als Einwand gegen 
meine Angaben verwendbar ist und sich dabei ganz andere 
Vorgiinge abspielen, als Grafe vermutet hat. 

Damit ist also festgestellt, da6 alle Einwande, welche gegen 
meine Angaben erhoben worden sind, nicht stichhaltig sind und 
auf ungeniigend genauer Arbeitsweise und Beobachtung beruhen. 

Es handelte sich mir nun noch weiter um Feststellung 
jener Kohlenhydrate, welche von der Amylase des Gummis 
hydrolysiert werden koénnen. Wiesner hilt noch immer ganz 
ohne zureichenden Grund daran fest, daB sein «Gummiferment>» 
Cellulose in Gummi verwandeln kénne, und Grafe schrankt 
dies, ohne die geringste neue Tatsache beizubringen, dahin ein, 
daf es «Cellulose gegeniiber noch nicht wirksam, hemicellu- 
loseartige Kérper und Stiirke bis zu Dextrin abzubauen» ver- 
moge. Auf eine Kritik der allgemeinen Betrachtungen (S. 255), 
welche ihn zu diesem Schlusse fiihren, kann ich wohl ver- 
zichten, da diese so sehr gegen die allerelementarsten Kennt- 
nisse verstoBen, dafi ihre Haltlosigkeit wohl fiir jedermann 
offen zutage liegt. Uber die Wirkung der Gummiamylase auf 
verschiedene Kohlenhydrate ist bis jetzt auSer der Wirkung 
auf Starkekleister nur noch die Beobachtung Béchamps be- 
kannt, dafi sie Rohrzucker nicht invertiert und arabisches 
Gummi nicht verzuckert. Es ist bekannt, da8 unverkleisterte 
Starke von Malzdiastase nur sehr schwierig und langsam an- 
gegriffen wird. Wenn daher die Gummianalyse, tiber die Wir- 
kung der Malzdiastase hinausgehend, auch Hemicellulosen an- 
greifen soll, so mite man von ihr erwarten, daf sie zum 
mindesten auch imstande sein miifte, die unverkleisterte 
Starke zu lésen oder doch schneller anzugreifen als die Malz- 
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diastase. Dies ist aber nicht der Fall. Eine Kartoffelstirke 
wurde von einer 20°/oigen Gummilédsung bei 50° C. binnen 
8 Tagen nicht im mindesten angegriffen. Jod firbte die Gum- 
milésung nicht und unter dem Mikroskop konnte keine Ver- 
iinderung der StarkekOrner wahrgenommen werden. Auch die 
verkleisterte Starke wird durch diese Amylase nicht immer 
vollstiindig gelést; es bleiben unter Umstiinden kleine Mengen 
ungeléster Flocken zuriick, die nach dem Auswaschen mit Jod 
gelb, rotlichgelb, violett oder selbst blau gefirbt werden. 
Bringt man sie in eine neue Gummilisung, so bleiben sie un- 
gelést. Es handelt sich bei den durch Jod gelb werdenden offen- 
bar um einen besonders widerstandsfihigen Anteil des Ma- 
quennesschen Amylopectins. Es ist nimlich der Grad, bis zu 
welchem die Hydrolyse bei der Verkleisterung der Starke vor- 
geschritten ist, von wesentlichem EinfluB auf den Erfolg der 
amylolytischen Wirkung des Gummis. Wird lufttrockene Kar- 
toffelstirke mit der 20fachen Menge Wasser verkleistert, so 
wird sie durch eine 20°/oige Gummilésung bis auf die friiher 
genannten Flocken vollig gelést und verzuckert. Verkleistert 
man aber nur mit der 15fachen Wassermenge, so bleibt auch 
nach 3tagiger Wirkung ein viel grdferer Anteil ungelést. Nach 
dem Abfiltrieren und Auswaschen wird er durch Jod gelb oder 
rotlichgelb (je nach der Sorte des verwendeten Gummis) ge- 
firbt und lést sich in frischem Gummi auch nach 10tigiger 
Einwirkung bei 50° nicht auf. Verkleistert man umgekehrt mit 
immer gréBeren Wassermengen, so bleibt vom Kleister immer 
weniger ungeldst und schlieflich scheint vollstandige Losung 
erreichbar zu sein. Daf es sich hier wirklich um einen ver- 
schiedenen, bei der Verkleisterung entstandenen Grad der Hy- 
drolyse handelt, geht daraus hervor, daB die nachtragliche 
Verdiinnung des kalten Kleisters mit Wasser an seinem Ver- 
halten gegen die Amylase nichts mehr indert. Dies gilt aller- 
dings nur dann, wenn der Kleister mindestens 5°/oig ist. Bei 
groBerer Verdiinnung ist die Hydrolyse schon so weit vor- 
geschritten, daf entweder gar keine oder nur geringe Unter- 
schiede im Verhalten gegen die Amylase bemerkbar sind. Von 
der Richtigkeit dieser Deutung tiberzeugte ich mich noch durch 
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folgenden Versuch: Aus Kartoffelstarke (lufttrocken) wurde 
Kleister von folgender Konzentration hergestellt: 
1. 2 g Stirke mit 20 ccm Thymolwasser (10,00 °/o), 


2. 2s > » 3O » > ( 6,66 °/o), 
a. @» > » 40 » > ( 5,00°/0), 
4. 2 » > >» D5DO » > ( 4,00 °/o). 


Diese vier Kleister wurden mit Thymolwasser so lange 
gewaschen, bis Jod das Filtrat nicht mehr blaute. Bei 1 und 2 
trat dies nach etwa 2!/2 Wochen, bei 3 und 4 nach 3 Wochen 
ein. Der Riickstand von 1 war betrachtlich; er nahm gegen 
4 stark ab und war bei 4 gering und schleimig. Die Riickstande 
wurden mit einer 20°/oigen Lésung von weichem Kordofan- 
gummi (je 30 ccm) gemischt und bei 50° stehen gelassen. Jod 
fiirbte die Riickstaénde von 1 und 2 violettrot, von 3 violettblau, 
von 4 blau. In der Mischung 4 wurde der ungelodste Kleister- 
rest schon nach 22 Stunden fast vollstandig gelést. In den 3 
anderen trat nur teilweise Lésung ein und zwar gegen 1 zu 
abnehmend. Auch nach 9 taégigem Erwérmen war dies nicht 
wesentlich anders geworden. In der Fliissigkeit waren betricht- 
liche Mengen von Zucker nachweisbar. Zusatz neuer Gummi- 
lésung und Erwiirmen durch 12 Tage brachte die ungelésten 
Riickstinde nicht in L6sung. Jod farbte sie bréiunlich. Aus diesen 
Versuchen ist deutlich erkennbar, daf ein Kleister von fiinf und 
mehr Prozent eine bestimmte Menge wenig hydrolysierter An- 
teile enthalt, welche von der Gummiamylase nicht mehr ange- 
griffen werden. Sie scheinen aus Amylopectin zu bestehen. 

Auch die verschiedenen Stirkesorten werden von 
der Amylase des Gummis nicht in gleichem Grade angegriffen. 
Folgende 6 Sorten wurden in dieser Hinsicht gepriift: Kartoffel, 
Reis, Mais, Weizen, Maranta und Manihot (westindisches und 
brasilianisches Arrowroot). Eine 10°/oige Gummilésung wurde 
mit je einem halbprozentigen Kleister dieser Starkesorten ge- 
mischt und bei 18° und 50° stehen gelassen. Kartoffel- und 
Marantastirke lésten sich bis auf wenige Fléckchen, etwas 
mehr Ungeléstes hinterlieS Manihotstarke, dann in aufsteigender 
Reihe Reis, Mais und am meisten Weizen. In der Warme 
waren die Proben 3 Tage, in der Kalte 13 Tage lang gestanden, 
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trotzdem war bei letzteren die Menge des ungelésten Riick- 
standes viel grOfer. Zucker war bei allen reichlich entstanden 
und Jod firbte die klare Lésung rein gelb. Die Riicksténde ver- 
hielten sich aber sehr verschieden gegen Jod. Bei Kartoffel, 
Manihot und Maranta wurden sie gelb geféiirbt, bei Mais briiun- 
lich, bei Weizen braunviolett und bei Reis rein blau(!). Daraus 
sieht man, dafi in der chemischen Zusammensetzung der ver- 
schiedenen Starkesorten kleine Unterschiede bestehen, und dah 
manche Sorten Anteile enthalten, welche von der Gummiamylase 
nicht angegriffen werden. Es eignen sich daher auch nicht 
alle Sorten gleich gut zur Untersuchung der diastatischen Wir- 
kung, vielmehr ist Kartoffel- und Marantastirke am besten ge- 
eignet. Ich verwandte fiir alle Versuche Kartoffelstarke. 
Wenn die Amylase des Gummis die Eigenschaft haben 
soll, aus Cellulose oder Hemicellulosen Gummi zu erzeugen, so 
miifte sie mindestens befahigt sein, die in Wasser unléslichen 
und darin stark aufquellenden Anteile des Kirsch- und Pflaumen- 
gummis und des Traganths in losliches Gummi zu verwandeln. 
Es wurden daher nach dieser Richtung gehende Versuche an- 
gestellt. Von einem kauflichen Kirschgummi (Kahlbaum) wurde 
ein Stiickchen in Thymolwasser gequellt und tagelang mit diesem 
solange gewaschen, bis das anfangs stark gelbe Waschwasser 
farblos war, Fehlingsche Lésung nicht reduzierte und auch 
der ungeléste Riickstand dies nicht tat. Dann wurden 20°/oige 
Losungen von weichem Kordafan-, Ghezira- und Kahlbaum- 
gummi in Thymolwasser hergestellt, je 15 ccm in einen Mefi- 
zylinder gebracht und so viel von den aufgequollenen Kirsch- 
gummistitickchen eingetragen, bis die Gesamtmenge 25 ccm be- 
trug. Diese 3 Mischungen blieben bei 8 tégigem Erwiirmen auf 
50° véllig unverindert. Es konnte weder Lisung noch merk- 
liche Zuckerbildung wahrgenommen werden. Um letztere Tat- 
sache ganz einwandsfrei festzustellen, wurde der Versuch mit 
dem friiher erwihnten zuckerfreien und amylasereichen Marillen- 
gummi wiederholt. Auch dieses hatte nach 4! 2 tégiger Ein- 
wirkung bei 50 ° weder Lésung noch die geringste Zuckerbildung 
erzielt. In ganz ahnlicher Weise wurde auch der in Wasser 
unlésliche Teil einer schlecht quellenden Traganthsorte auf sein 
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Verhalten gegen die Amylase geprift. Der Erfolg war der 
gleiche. Damit ist also erwiesen, dah auch unloésliche 
Gummiarten und Pflanzenschleime von der Gummi- 
amylase weder gelést noch verzuckert werden. Bei 
den zahlreichen Erfahrungen tiber den ganz eng begrenzten 
Wirkungskreis aller genauer untersuchten Enzyme ist es an- 
gesichts dieser Tatsachen ganz aussichtslos und iberfliissig, 
auch noch das Verhalten der Amylase zu Hemicellulosen und 
Cellulose zu priifen umsomehr, als die Behauptung, daf sie aus 
solchen Verbindungen Gummi bilde, auf ganz unzulassigen und 
haltlosen Analogieschliissen beruht. Da bei den eben beschrie- 
benen Versuchen die Oxydase und Peroxydase des Gummis 
auch vorhanden war, so folgt daraus, daB auch diese Enzyme 
nicht imstande sind, unter den angegebenen Versuchsbedingungen 
lésliches Gummi zu erzeugen. Es miissen eben zur Entstehung 
eines Gummis ganz bestimmte Kohlenhydrate, von bestimmter 
chemischer und stereochemischer Konstitution gegeben sein. 
Ob aus diesen das betreffende Gummi unter dem EinfluB eines 
oder mehrerer Enzyme entsteht und welche Eigenschaften diese 
haben, das kann nur durch genaue Untersuchungen, nicht aber 
durch Analogieschliisse festgestellt werden. Alle Annahmen 
iiber die Beteiligung von Oxydasen bei der Gummibildung sind 
daher gegenwartig nur Vermutungen ohne zureichende experi- 
mentelle Grundlage. 

Nachdem nunmehr feststeht, daB die Gummiamylase nur 
auf verkleisterte Starke einwirkt und aus ihr Dextrin und Mal- 
tose erzeugt, médchte ich noch einige genauere Angaben tiber 
ihre Wirkungsweise machen. Zunichst mége an einem Beispiele 
gezeigt werden, mit welcher Geschwindigkeit die Reaktion 
in der Regel ablauft. Die Mischung fiir den folgenden Versuch 
wurde nach dem Béchampsschen Verhiltnis gemacht ; Tempe- 
ratur 53—55° C. (Siehe Tab. auf der niichsten Seite.) 

Das Kordofangummi hinterlie8 mehr ungelésten Rtickstand 
als das Kahlbaumgummi. Ersterer firbte sich nach dem Aus- 
waschen durch Jod rotviolett, letzterer blauviolett. 

Bei gewOhnlicher Temperatur sind zur Erzielung der 
gleichen Wirkung je nach der Gummisorte meist 8—12 Tage 
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I. II. 
Weiches Kordofangummi Kahlbaum-Gummi 
indian. +... | 
erhalten | Verhalten 
Zustand gegen J Zustand gegen J 
1 verfliissigt | blau verfliissigt | blau 
gelist bis auf | ie gelist bis auf | we 
1'/s einige Flocken | blauviolett einige Flocken | blauviolett 
5 > | gelbrot > | rotviolett 
24 > | gelb > | rétlich gelb 
33 > | > > | gelb 








erforderlich. Die Geschwindigkeit der Wirkung hangt ferner 
yon der Konzentration des Kleisters ab; sie nimmt mit ihr 
stark ab und wachst umgekehrt bei abnehmender Konzentration 
betriichtlich. Die Menge der Maltose, welche aus der Stiirke 
gebildet wird, betrug bei 4 Versuchen 49,69 °/o, 54,43°/0, 55,33°/o 
und 56,33°/o der wasserfreien Starke. Die Schwankungen in 
diesen Zahlen erkliren sich leicht aus der verschiedenen Dauer 
der Versuche und der nicht ganz gleichen Versuchstemperatur. 
Diese Einfliisse machen sich namentlich bei sehr verdtinnten 
Amylaselésungen, wie sie ja im Gummi vorliegen, stark geltend. 

Auch iiber den Einflu{ héherer Temperaturen habe 
ich einige Beobachtungen gemacht. LEinstiindiges Diampfen 
macht die Amylase unwirksam. Erhitzt man Gummi durch 
48 Stunden auf 70° und l&Bt es dann bei 50° auf Kleister 
wirken, so wird dieser nach 16 Stunden geldst, aber dann 
auch nach 9tagiger Einwirkung nur bis zu Erythrodextrin, 
unter Bildung von etwas Maltose hydrolysiert. Genau das 
gleiche Verhalten zeigt auch die Malzdiastase. Ks wurden ferner 
Verzuckerungen bei 50°, 60°, 67°, 70° und 74° vorgenommen. 
Es zeigte sich deutlich, daB die Schnelligkeit der Hydrolyse 
und die Menge des gebildeten Zuckers zwischen 67 und 70° 
am groéBten ist und von da an wieder sinkt. bei langerer 
Dauer des Versuches, 24—48 Stunden, wirkt 70° schon un- 
giinstig, in einem Falle wurde hierbei sogar die Amylase voll- 
stindig zerstort, ohne daf eine besondere Ursache dafiir ge- 
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funden werden konnte. Daf die Amylase in den verschiedenen 
Gummisorten in sehr verschiedener Menge vorkommen kann, 
wurde bereits durch Beispiele belegt (S. 364'5), ebenso, daf die 
beiden Enzyme, aus denen sie bestebt, in verschiedenen Sorten 
verschieden verteilt sein kénnen (S. 365) und gegen Sublimat 
verschiedene Widerstandsfahigkeit zeigen (S. 365.6). Erwahnen 
moéchte ich noch, daf ein frisch gesammeltes Pflaumengummi 
aus Kleister zwar reichlich Zucker erzeugte, daneben jedoch 
nur Erythrodextrin, trotz 7 tagiger Einwirkung bei 50°. Aufer 
Sublimat priifte ich noch einige andere Pilzgifte beziiglich ihres 
Verhaltens gegen die Amylase und zwar 30°/o Alkohol, 0,5°/o 
Phenol und 0,1°/o Formaldehyd. Diese verzOgern zwar etwas 
die Wirkung des Enzyms, aber es entsteht ebenso reichlich 
Zucker und Achroodextrin, wie ohne diese Zusatze, was ein 
weiterer Beweis dafiir ist, dah es sich hier nicht um Bakterien- 
wirkung handelt. 

Um eine ungefahre Vorstellung davon zu bekommen, wie 
gro der Gehalt einer bestimmten Gummisorte an Amylase 
ist, wurde, von dem Béchampsschen Mischungsverhaltnis aus- 
gehend, die Menge des zugesetzten Kleisters allmahlich ge- 
steigert. Verwendet wurde weiches Kordofangummi bei 53—5d°. 














ie | | Verhiltnis | Zeit zur voll- 
Klejs | Gummi 
eister | | von | standigen 
Olin | losung lufttrockenem Hydrolysierung —_— 
’ | 20% ig | Gummi zu zu Achroodextrin 8 
cem_ | __ lufittrockener, und Maltose 
; ccm | Starke in Tagen 
| . ‘ 
20 | 15 CO 1: 1/s | 1 Bei den beiden 
| m | letzten Mischungen 
iO 15 | 13% 2 ee 
| | gehen die einzelnen 
60 | 16 1:1 3 | Umwandlungen un- 
40 | 5 i:2 5 | gemein langsam vor 
te) | y 1: 4 16 | sich, so daf\ man sie 
‘0 i | 1:10 30 | 
| | scheiden kann. 





Es kann also 1 Teil Gummi noch die zehnfache Menge 
Starke verzuckern und wahrscheinlich liegt die Grenze noch 
bedeutend weiter. Je mehr Kleister genommen wird, desto 
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crdfer ist die Menge des friiher erwahnten, ungeldst bleibenden, 
flockigen Riickstandes. 

Aus allen bisher besprochenen Eigenschaften geht hervor, 
dafB die Gummi-Amylase eine sehr groBe Ahnlichkeit mit der 
Malzdiastase hat. Ein wesentlicher Unterschied konnte zwischen 
beiden nicht gefunden werden. Bemerkenswert ist nur, daf 
die beiden Enzyme, aus denen die Amylase besteht, in ver- 
schiedenen Gummisorten und Gummiarten nicht immer im 
eleichen Verhaltnis gemischt sind. 

Warum vermag nun ein durch ein Pukalfilter filtriertes 
Gummi aus Stirke keinen Zucker zu erzeugen? Grafe erkliirt 
dies in der Art, dafi durch das Filter die Bakterien zurtick- 
gehalten worden seien, welche nach seiner Meinung den Zucker 
erzeugt haben sollen. Da nun aber letztere Ansicht falsch 
ist, so muf der Grund ein anderer sein. Frankel und 
Hamburg!*) haben beobachtet, daf Malzdiastase fast quantitativ 
durch ein Pukalfilter geht, wenn die Enzymlosung nicht reich 
an solchen Kolloiden ist, welche das Tonfilter nicht zu durch- 
wandern vermOgen und die Enzyme nicht durch Adsorption 
von diesen Kolloiden zuriickgehalten werden. Nun ist aber 
eine Gummilédsung sehr reich an Kolloiden und es kommt 
somit darauf an, ob diese durch das Filter durchgehen. Eine 
20- und selbst eine 10prozentige Losung sefzt der Filtration 
einen betrachtlichen Widerstand entgegen. Ich wihlte daher 
Sprozentige Losungen. Schon beim Filtrieren sieht man an 
den Schlierenbildungen und an der zahen schleimigen Schichte, 
die sich an der Oberfliiche des Filters anlegt, dai ein grofer 
Teil der Kolloide zuriickgehalten wird. Das Filtrat hat ein 
ganz anderes Aussehen, als die urspriingliche Losung und der 
Filterrtickstand. Es ist diinnfliissig, leicht beweglich und voll- 
kommen klar, wahrend jene dickfliissig und triib sind. Es 
ist bedeutend farmer an Oxydase geworden, beginnt sich mit 
Guajak erst nach einer Stunde zu bliiuen und erreicht die 
Bliuung der urspriinglichen Lésung erst nach 7 Stunden. Da 
also die Oxydase durch das Gummi stark zuriickgehalten wird, 
ist fiir die Amylase ein ahnliches Verhalten zu erwarten. Ich 
iberzeugte mich zunichst, daB durch das Filtrieren der Ge- 
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halt an gelésten Stoffen wesentlich herabgesetzt wird. Um den 
Trockenriickstand mit dem lufttrocken gewogenen Gummi besser 
vergleichen zu kinnen, wurde er ebenfalls lufttrocken gewogen. 
Ich trocknete ihn bei 50° und lief ihn dann bis zu konstantem 
Gewicht in der Wage stehen, was leicht und sicher erreichbar 
ist. Zwei derartige Bestimmungen ergaben folgende Mengen 


Trockenriickstand : 
II. IV. 
In 100 ccm des Filtrates. . . . . . 3,4840 2,8160 
>» 100 » » Filterriickstandes. . 11,4800 12,8740 





>» 200 » » der Mischung somit . 14,9640 15,6900 
> 100 >» » >» > . . « 7,4820 7,8450 
Die urspriingliche Lisung war 8prozentig, die Uberein- 
stimmung ist also fiir den vorliegenden Zweck vollkommen 
ausreichend. Es war zu erwarten, daf auch der im Gummi 
vorhandene Zucker durch die Filtration eine ungleiche Ver- 
teilung erleiden wiirde. Folgende Bestimmung bestitigt diese 
Erwartung. 
Zucker in 100 ccm des Filtrats. .... 0,1722 
. > 100 » » Filterriickstandes 0,1253 
Daraus ist ersichtlich, dai der Zucker in verhaltnisméabig 
groferer Menge ins Filtrat iibergeht und der Filterriickstand 
daran verarmt. Der Zucker wird eben als Krystalloid von den 
Kolloiden nicht zuriickgehalten und geht daher leichter durchs 
Filter. Der Unterschied im Zuckergehalt wird noch bedeutend 
auffallender, wenn man bedenkt, dafB das Filtrat bedeutend 
substanziirmer ist, als der Filterriickstand. Berechnet man 
den Zuckergehalt auf den Trockenriickstand nach den unter IV 
angegebenen Zahlen, so erhalt man auf 
100 Teile Trockensubstanz d. Filtrates 6,11 Zucker 
undauf100_,, ‘ ,,FilterrtickstandesO,97 __,, 
Aus diesen Bestimmungen geht hervor, daB tat- 
sichlich ein sehr grofer Teil der Kolloide nicht durchs 
Filter geht, also wahrscheinlich die Enzyme zurtckhalt. 
Das zum Filtrieren verwendete Gummi war stets in ge- 
siittigtem Thymolwasser gelést. Das Filter hatte die von Fuhr- 
mann!) beschriebene Anordnung und war durch Démpfen 
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keimfrei gemacht. Meist wurden 250 ccm durch 24 —45 Stunden 
der Filtration unterworfen, wobei ungefihr 100 ccm Filtrat 
erhalten wurden. Nach Bestimmung des Gehaltes an Zucker 
und Trockensubstanz wurde Filtrat und Filterriickstand mit 
Kleister im Béchampsschen Verhiltnis gemischt und bei 53 
bis 55° aufgestellt. Das Verhalten des Filtrates gegen Stiirke 
hiingt nun ganz davon ab, ob man ein gutes, oder minder gutes 
Pukalfilter getroffen hat. In einem Falle (IV) erhielt ich ein 
Filtrat, welches erst nach 7tagiger Einwirkung den Kleister 
vollstaéndig verfliissigte und auch nach 12! 2 Tagen blof geléste 
Stiirke, die durch J violettblau gefaérbt wurde, aber keine Spur 
Zucker erzeugt hatte. Der Filterriickstand dagegen verfliissigte 
Kleister in wenigen Stunden und erzeugte reichliche Mengen 
von Zucker. Es war also in diesem Falle eine voll- 
stindige Abtrennung des staérkelOdsenden Enzyms von 
den ibrigen Gruppen der Amylase gelungen und zwar 
mittels eines bis jetzt noch nicht verwendeten Ver- 
fahrens, das vielleicht bei der Trennung der Enzyme 
noch wertvolle Dienste leisten kann. Dieses Verfahren 
beruht darauf, dafi ein Teil der Enzyme durch ein geeignetes 
Kolloid an der Filtration durch ein Tonfilter gehindert wird, 
wihrend der andere Teil frei beweglich bleibt. Allerdings ent- 
hielt das Filtrat nur wenig verfliissigendes Enzym und der 
Filterriickstand war noch reich daran, aber es ist nicht un- 
moglich, daB das Verfahren vervollkommt wird, sei es durch 
wiederholte Anwendung der Filtration, sei es durch passende 
Auswahl des adsorbierenden Kolloids. 

In einem zweiten Falle (Il) enthielt das Filtrat noch Spuren 
von zuckerbildendem Enzym. Es verfliissigte Kleister schon 
nach 45 Stunden zu einer Lésung, welche durch J blauviolett 
gefarbt wurde und nach 5 Tagen rotviolett. Da sich hieran 
innerhalb 13 Tagen nichts mehr dnderte, wurde die Lésung 
(verschlossen und mit Thymoliiberschuf versetzt) bei gewéhn- 
licher Temperatur beiseite gestellt. Als sie dann, nach 18- 
ligigem Stehen in der Kalte, wieder untersucht wurde, farbte 
| gelb und sie enthielt reichlich Zucker. Es war also eine 
Spur zuckerbildendes Enzym durchs Filter gegangen, das in 
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der langen Zeit von 31 Tagen schlieBlich eine vollstandige Ver- 


zuckerung zu bewirken vermochte. 
In der folgenden Ubersicht sind die Zahlenbelege fiir diese 


zwei Fille zusammengestellt. 
nn ___________ 


























| ‘ 100 ccm Filter- 
Analyse 100 com 100 ccm Filtrat 100 ccm icc 
‘mit Kleister aus Filter- Kl : ' 
IV Filtrat | pagneo Starke sila mit Aleister aus 
| 0,9608 g Starke | riickstand 4.2912 g Slirke 
\() 195: ea 
Zucker | 0,1722 g 0.1664 ¢ 0,1253 g _|91263 g Dextros« 
|1,6627 g Maltose 
| Toite 100 ccm Filter- 
Analyse 100 ccm | 100 cem Filtrat 100 ccm duties 
mit Kleister aus Filter- t Kleist 
Tl i en ram ne mit Kleister aus 
| 2,6667 g Stirke}]  riickstand 2.6667 g Starke 
—_— 0,0260 g (0,0260 ¢ Dextrose 0,0629 ¢ 0,0629 g Dextrose 
'1,3852 g Maltose 1,4088 g Maltose 











Das Mischungsverhiltnis von Gummi zu Stirke war bei 
Analyse IV bezogen auf den Trockenriickstand von Filtrat und 
Filterriickstand annaéhernd 3:1. Bei Analyse II dagegen wurde 
zu Filtrat und Filterriickstand gleichviel Starke zugesetzt, ohne 
Riicksicht auf ihren verschiedenen Gehalt an Trockensubstanz. 

Aus diesen Beobachtungen geht also hervor, dal 
eine Gummilésung durch ein Tonfilter nicht, wie Grate 
meint, unverindert und nur unter Zurticklassung der 
Bakterien hindurchgeht, sondern eine wesentliche 
Anderung ihrer ganzen Zusammensetzung erfiahrt. Es 
kann hierbei der zuckerbildende Anteil der Amylase 
entweder ganz zuriickgehalten werden oder es gehen 
Spuren von ihm ins Filtrat tiber, das dann zwar lang- 
sam, aber doch deutlich Zucker bildet. 

Mit Hilfe dieser Erkenntnis la6t sich leicht zeigen, dai 
auch die von Grafe erhaltenen Gummifiltrate erhebliche Mengen 
von Zucker gebildet haben. Da8 seine Zahlen scheinbar das 
Gegenteil beweisen, kommt daher, weil er die urspriinglich 
vorhandene Zuckermenge, statt sie im Filtrate zu bestimmen, 
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in der unfiltrierten Gummilésung bestimmt hat. Nun ist aber 
das Filtrat, da es sehr substanzarm ist, bedeutend zucker- 
irmer als die urspriingliche Gummilésung, trotzdem es relativ 
zuckerreicher ist. Dazu kommt noch, da®B Grafe den neu- 
gebildeten Zucker fiir Dextrose hielt statt fiir Maltose, und daher 
aus der erhaltenen Kupfermenge eine zu kleine Zuckermenge 
berechnet hat. Zieht man diese Verhiiltnisse in Rechnung, so 
ergeben seine Zahlen eine erhebliche Menge neugebildeten 
Zuckers. Bei richtiger Arbeit hitte er also zum gerade ent- 
gegengesetzten Schlusse kommen miissen. 

Hier mu8 ich noch einer Beobachtung Grafes gedenken, 
die wohl einzig in ihrer Art sein dirfte. Er behauptet namlich, 
daB man durch Janger dauernde Extraktion von Gummi mit 
Ather einen Kérper erhalte, der Kleister in Erythrodextrin ver- 
wandle und dafi das riickstindige Gummi dies ebenfalls tue. 
Er deutet dies in der Art, daB das «Gummiferment» aus zwei 
Knzymen bestehe, von denen dasjenige, welches Erythrodextrin 
in Achroodextrin umwandelt, vom Ather zerstért werde, das 
andere dagegen erhalten bleibe. Darnach miifte das Enzym 
in Ather ldslich sein, also eine Eigenschaft haben, die noch 
bei keinem Enzym beobachtet worden ist. Es war daher von 
vornherein wahrscheinlich, daf die behauptete Enzymwirkung 
von dem sauren Riickstand eines ungereinigten Athers herriihrt. 
Kinige Versuche bestitigten diese Vermutungen vollstiindig. 
Wird Gummi mit frisch gereinigtem Ather durch 9 Stunden 
extrahiert, so enthiilt der Ather keine auf Kleister wirkende 
Substanz. Auch mehrtiigige Einwirkung des Atherriickstandes 
veriindert den Kleister nicht im mindesten. Das riickstindige 
Gummi verzuckert dagegen ganz normal. Nimmt man jedoch 
den Destillationsriickstand von gewohnlichem, kauflichem Ather 
mit Wasser auf und la{t ihn auf Kleister einwirken, so erhiilt 
man je nach Umstinden Stirkelésung, oder Bildung von Erythro- 
dextrin, oder sogar vollstindige Verzuckerung! Es ist bedauer- 
lich, daB ~Behauptungen mit dem Anspruch auf wissenschaft- 
lichen Wert in so dilettantenhafter Art gewonnen werden. 

Durch die eingehende Untersuchung der Gummiamylase 
ist also sichergestellt worden, daB sie ein Gemisch von Enzymen 
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darstellt, das die gréBte Ahnlichkeit mit dem als Malzdiastase be- 
zeichneten Enzymgemenge hat. Es besteht aus mindestens zwei, 
wahrscheinlich aber aus mehr Enzymen, deren Mischungsver- 
hiltnis in den verschiedenen Gummiarten und Sorten ziemlich 
verschieden sein und von denen gelegentlich auch eines ganz 
fehlen kann. Mit der Entstehung des Gummis aus anderen 
Kohlenhydraten hat diese Amylase nichts zu tun. Auch jener 
Anteil dieses Enzymgemisches, der Kleister nur in Dextrin allein 
verwandelt, hat mit der Gummibildung nichts zu tun, da ja 
Dextrin seiner chemischen Natur nach etwas ganz anderes ist, 
als die verschiedenen Gummiarten. Ein Enzym, welches irgend 
einen wesentlichen Bestandteil eines Gummis zu erzeugeén ver- 
mochte, hat bis jetzt noch niemand in der Hand gehabt. Damit 
soll natiirlich nicht gesagt sein, dafi ein solches nicht besteht 
oder bestehen kénnte. Es kann nun noch gefragt werden, wie 
diese Amylase in das Gummi kommt. Da Gummi das Erzeugnis 
von Zellen ist, so ist es bei der grofen Verbreitung von Amy- 
lasen im Pflanzenreich nicht verwunderlich, eine solche darin 
zu finden, worauf schon Béchamps*) hingewiesen hat. Nun 
hat ktirzlich Butkewitsch’?) gezeigt, daf in der Rinde vieler 
Biume Amylase in groBer Menge vorkommt. Gerade in der 
Rinde verschiedener Papilionaceen, namlich Robinia Pseudacacia, 
Caragana arborescens und Sophora japonica fand sie sich so 
reichlich, da diese Rinden in ihrer Wirksamkeit dem Malz nur 
wenig nachstehen. Auch im Holze von Sophora konnte Amylase 
nachgewiesen werden. Da nun das Gummi in Holz und Rinde 
entsteht und aus Wunden der Rinde hervorquilit und da es 
anderseits Enzyme kraftig adsorbiert, so ist es leicht begreif- 
lich, dafi es Amylase enthalt. In Rindenstiicken, welche sich 
in einem Fabriksgummi fanden, konnte ich ebenfalls zucker- 
bildende Amylase nachweisen. Etwa 6—7 vollkommen gummi- 
freie Rindenstiicke wurden mit Thymolwasser 17 Stunden aus- 
gelaugt und die Losung mit diinnem Kleister zusammengebracht. 
Nach 16 Stunden war die Fliissigkeit klar, nach 10 Tagen war 
reichlich Zucker neben Erythrodextrin entstanden. Damit erklirt 
sich also das Vorhandensein der Amylase im Gummi in voll- 
kommen natirlicher und ungezwungener Weise. Dies erklart 
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auch das Vorkommen der Oxydase und Peroxydase im Gummi 
und es wiirde von diesem Standpunkte aus gar nicht merk- 
wiirdig sein, wenn es noch einige andere Enzyme enthielte. 
Diese Erwiigung veranlafite mich auch, einige Gummiarten mittels 
Fibrin auf proteolytische Enzyme zu prifen, ich konnte jedoch 
soleche nicht auffinden. Dieses Verfahren ist allerdings zum 
Nachweis von Spuren solcher Enzyme nicht geeignet, doch habe 
ich mich um solche nicht weiter bemiiht. 

Ich versuchte noch die strittige Frage zu entscheiden, ob 
der Stickstoff des Gummis als Berlinerblau nachweisbar ist. 
Bach!) behauptet zwar, daB dies leicht gelinge, wenn man 
nicht Natrium, sondern Kalium nimmt und eine gréfere Menge 
verwendet, er hat aber seine Versuche nicht mit Gummi, sondern 
mit einer gereinigten Peroxydase gemacht. Indessen gelingt 
der Nachweis auch im Gummi, wenn auch nicht leicht. Ich 
gelangte in der Art zum Ziel, daf ich das gepulverte Gummi 
mit mehreren Scheiben von Kalium bis zur Selbstentziindung 
zerrieb, die halbverkohlte, neuerlich zerriebene Masse in ein 
Glasrohr eintrug, mit einem Stiickchen Kalium bedeckte und 
gliihte. Um aus diesem Reaktionsgemisch das Berlinerblau in 
bekannter Weise zu erhalten, muf man die Fliissigkeit in ganz 
angefiillten Proberdhrchen 1!/2 Tage stehen lassen. Dann setzen 
sich am Boden ein paar blaue Fléckchen ab. Rascher fiihrt 


jedenfalls das von Tschirch**) angewandte Gliihen mit Atzkali 


zum Ziel. 

SchliefSlich méchte ich noch ein paar Worte der Vorstellung 
Wiesners widmen, der zufolge das Schaiumen einer Gummi- 
lOsung von dem darin enthaltenen «Gummiferment» herriihren 
und daher verschwinden soll, wenn durch Kochen die Enzym- 
wirkung zerstért wird. Ich konnte weder durch Kochen noch 
durch zweistiindiges Diimpfen einer Gummilésung ihre Eigen- 
schaft, beim Schiitteln zu schiiumen, zerstiren oder vermindern. 
Auch nach dem volligen Zerstéren jeder enzymatischen Wirkung 
schiumt die Gummilésung genau so stark wie vorher und der 
Schaum hat auch an seiner Bestaéndigkeit nichts verloren. 
Ks ist dies auch theoretisch gar nicht anders zu erwarten, da 


ja das Schiiumen von der Zihfliissigkeit der Losung, also von 
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ihrer inneren Reibung und von ihre Kohasion abhangt und diese 
Eigenschaften bei geniigender Konzentration hinreichend grof 
sind, um das Schiumen hervorrufen zu kénnen, wie ja schon 
das Klebevermégen einer Gummildsung beweist. 
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Uber die Fermente des Nucleinstoffwechsels bei der Gicht. 
Von 
J. R. Miller und Walter Jones. 


(Aus dem physiologisch-chemischen Laboratorium der John Hopkins-Universitat.) 


(Der Redaktion zugegangen am 12. Juli 1909.) 


In einer kiirzlich erschienenen VerOffentlichung gab 
Brugsch!) eine Ubersicht tiber die Brugsch-Schittenhelm- 
sche Theorie der Gicht. Diese Theorie beruht zum grofen Teil 
auf klinischen Beobachtungen und wird in gewissem Grade durch 
Experimente mit normalen menschlichen Organen gestiitzt; sie 
fiihrt zu der Auffassung, dafi die Gicht die Folge einer Storung 
der Tiatigkeit der Fermente des Nucleinstoffwechsels sei, vor 
allem aber werde sie durch das Fehlen des uricolytischen Fer- 
ments, welches die Zerst6rung der Harnsiure zur Aufgabe habe, 
verursacht. Diese Idee wird kaum denjenigen neu erscheinen, 
die sich mit der Entwicklung der intracelluliren Enzyme be- 
schiftigt haben: aber wiihrend sie bisher allgemein nur als 
logische Notwendigkeit aufgefaBt wurde, wird sie hier durch Ex- 
perimente von nur angenommen direkter Beweiskraft begriindet. 
Wir waren schon lange der Ansicht, daB nur Versuche mit 
den Organen Gichtkranker einen endgiiltigen Beweis fiir die 
Behauptung Brugsch liefern wiirden, und haben dauernd nach 
diesem Material ausgeschaut; vor 3 Monaten starb ein Patient 
im John Hopkins-Hospital infolge einer chronischen Nephritis 
und Gicht und die Organe wurden uns zur Untersuchung tiber- 
lassen. Unsere Bemiihungen richteten sich natiirlich auf die 
Frage der Uricolase in der Leber; infolge einer Diskussion, 
die neulich iiber dieses Ferment gefiihrt wurde, haben wir uns 
wihrend der ganzen Dauer des Versuches streng vor dem Ein- 


') Zeitschrift f. Path. u. Therap., Bd. VI, S. 278. 
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tritt von Faktoren gehiitet, die zu falschen Schluffolgerungen 
hatten fiihren kOnnen, entweder durch die ZerstOrung des Fer- 
ments oder der Harnsiiure selbst. 

Wir waren leicht in der Lage, uns zu iiberzeugen, dab 
die Gichtleber kein Ferment enthielt, welches imstande war, 
Harnsiure zu zerstoren;') denn wir fanden nicht nur die Harn- 
siiure wieder, die wir dem wiisserigen Extrakt der Leber wih- 
rend einer liinger dauernden Digestion bei K6érpertemperatur 
und Luftdurchleitung hinzugefiigt hatten, sondern es gelang 
uns auch, dieselbe selbst in den Fallen unter den Produkten 
der Autolyse der Leber zu isolieren, in denen wir nicht Harn- 
siiure hinzugefiigt hatten. Bei diesem letzten Ergebnis kommt 
der stérende Einflu{i des Alkalis, in dem die Harnséure sonst 
aufgelist wird, garnicht in Frage. Diese Bedingungen sind 
wohl die geeignetsten fiir den Beweis des Fehlens des Fer- 
ments, wenn, wie z. B. hier, ein Gewebe nicht einmal im- 
stande war, die aus seinem eigenen Nucleoproteid entstandene 
geringe Menge von Harnsaure zu zerstOren; es kann auch 
dann nicht erwartet werden, daBi von auben zugefiigte Substanz 
angegriffen wird. 

Die Ergebnisse der Arbeiten einer Anzahl von Forschern 
scheinen zu dem Schlu8 zu berechtigen, daB die Uricolase nor- 
malerweise in der Leber vorhanden sei; wenn wir nun in un- 
serem Falle zu einem negativen Ergebnis bei der Gichtleber 
gekommen sind, so wird dieser Nachweis eine Stiitze fiir die 
Hauptforderung der Brugsch-Schittenhelmschen Hypothese. 
Ungliicklicherweise kommt aber Wiechowski?) in seiner Arbeit 
in iiberzeugender Weise zu dem Schlu8, dah wasserige Extrakte 
normaler menschlicher Organe keine zerst6rende Wirkung auf 
Harnsiiure ausiiben; diese wird bei der Digestion des wisserigen 
Extraktes der menschlichen Leber selbst unter den giinstigsten 
Bedingungen fiir die Tatigkeit der Uricolase quantitativ wieder- 
gefunden; dieser Autor wandte bei seiner Arbeit das Gewebe 
kurz nach dem Tode noch warm an: er konnte aber keinen 


1) Wiechowski, Hofmeisters Beitrége, Bd. IX, S. 295, Bd. XI, 


S. 109. 
*) Schmiedebergs Archiv, Bd. LX, S. 197. 
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Unterschied entdecken zwischen einem frischen und einem 
gekochten Extrakt des Organs in seiner Wirkung auf die Harn- 
siure. Wiechowski konstatiert also, dai seine Ergebnisse 
im Gegensatz zu den Resultaten der wenigen Autoren stehen, 
die sich in dieser Frage geiufert haben. So fanden Pfeifer!) 
und Croftan?) die Uricolase in menschlichen Organen. 
Schittenhelm und Schmid,') die nur Teile der kleinen Or- 
gane von Kindern untersuchten, fanden nichtsdestoweniger, 
daB hinzugesetzte Harnsiiure verschwindet, auch ohne Luft- 
durchleitung, vorausgesetzt, daB das GefaéB, in dem die Digestion 
vor sich geht, hiaufig geschiittelt wird. Auf Grund des Er- 
scheinens der Wiechowskischen Arbeit beschiftigten wir uns 
mit der Frage, ob Uricolase in normalen menschlichen Organ- 
extrakten vorhanden sei; zu dem Zwecke benutzten wir Lebern 
von Aneurysmakranken; die Experimente wurden unter ver- 
schiedenen Bedingungen gemacht; in einigen Fiillen wurde Harn- 
siiure hinzugefiigt, in anderen wurden die Produkte der Auto- 
digestion allein untersucht; in fast allen Versuchen wurde Luft 
durchgeleitet, aber gelegentlich wurde auch das Gefi® ohne 
Luftdurchleitung geschiittelt; unsere Resultate waren gleichartig; 
Harnséure wurde immer gefunden und hinzugefiigte Harnsiure 
konnte fast oder ganz quantitativ wieder aufgefunden werden. 
Wir k6énnen also ohne Zaudern Wiechowskis Schlubfolge- 
rungen unterschreiben: «da8 unter den Umstiinden, unter denen 
potente tierische Organe Harnsaure restlos zersetzen, von einer 
analogen Fiihigkeit menschlicher Leber nicht die Rede sein 
kann.» Ferner miissen wir noch hinzufiigen, dafi ein Unterschied 
zwischen der Leber von Gicht und Aneurysma in bezug auf 
Uricolase nicht besteht. 

Wir miissen aber noch notwendigerweise die Brugsch- 
Schittenhelmsche Hypothese aus einem anderen Grunde in 
Frage stellen, niimlich mit Riicksicht auf die anderen Fer- 
mente des Nucleinstoffwechsels neben der Uricolase; aber 
vor einer Besprechung des Gichtfalles wird wohl hier ein 


') Hofmeisters Beitrage, Bd. VII, S. 463. 
*) Pfliigers Archiv, Bd. CXXI, S. 377. 
3) Zeitschrift f. Path. u. Ther., Bd. IV, S. 421. 
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Wort iiber die normalen Verhiltnisse am Platze sein. Eine 
Untersuchung iiber die Nucleinfermente der Organe von Kin- 
dern ist von Schittenhelm und Schmid gemacht worden 
und ihre Ideen werden wohl in den folgenden unzusammen- 
hiingenden, ihren SchluBfolgerungen entnommenen Siitzen aus- 
gedriickt: «Wir kénnen ohne weiteres annehmen, dafi diese 
Nuclease samtlichen Organen in gleicher Weise zukommt 

das desamidierende Ferment, welches genau ebenso verbreitet 
ist, wie die Nuclease . . . auch dieses Ferment (Xanthinoxydase) 
scheint sich nahezu tiberall zu finden, wo Zellkerne sind.» 
Es wird uns etwas schwierig, den letzten Verdffentlichungen 
Schittenhelms iiber dieses Thema zu folgen, da wir so ganz 
von ihm abweichende Auffassungen tiber die Fermente selbst 
haben, daf} die Niederschrift des einen dem anderen mehr oder 
weniger unverstiindlich erscheint; nach unserer Auffassung (und 
diese mag vielleicht nicht richtig sein) glaubt Schittenhelm, 
daB vier und womdglich alle fiinf Nucleinfermente in allen 
Siiugetierorganen vorhanden sind ohne Riicksicht auf Spezies 
und Alter. Bei Besprechung der Fermente des Muskels gebraucht 
er den Ausdruck «wie es bei der Leber der Fall ist» und bei 
der Auseinandersetzung itiber menschliche Organe findet er in 
der Tat alle diese Fermente in allen Organen. Vom mensch- 
lichen Muskel schreibt er: «Aus diesen Untersuchungen folgt 
klar, dal} menschlicher Muskel dieselben Fermente besitzt wie 
der Muskel der Siiuger, also Nuclease, Amidase, Xanthinoxydase 
und Uricolase.» Schittenhelm hat sich dauernd geweigert, 
irgend einen Unterschied in den beziiglichen Mengen dieser 
Fermente zuzugeben (d. h. Schnelligkeit oder Vollstandigkeit 
ihrer Aktion) zum Beweis fiir ihre Verschiedenheit; wir sind 
infolgedessen in Verlegenheit zu wissen, ob er glaubt, daf fiinf 
verschiedene Fermente vorliegen oder nur ein Ferment mit 
fiinf verschiedenen Eigenschaften vorhanden ist. Wenn das 
letztere der Fall ist, dann braucht er nur die Ausdriicke «Nu- 
clease», «Amidase» und «Xanthooxydase» aufzugeben und einen 
Namen fiir alle drei zu wiihlen: sonst miiBte man denken, dab 
er eine Ausnahme fiir die Identitaét von «Guanase» und «Ade- 
nase» macht, wiihrend er auf denselben Beweisen sich stiitzend 
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einen Unterschied zwischen «Nuclease» und «Xanthooxydase» 
zulibt. In dem Bestreben, auf alle Fille zu beweisen, dai Guanase 
und Adenase dasselbe Ferment seien, hat sich Schittenhelm 
die Miihe gemacht, einen bedeutenden Teil unserer Arbeit zu 
wiederholen, veranlafit nach seinem Gestiindnis durch Griinde 
rein physiologischer Natur; seine Resultate sind nicht immer 
von unseren eigenen sehr verschieden; in der Tat wir kOnnen 
manche von ihnen mit einem bifichen Zustutzen annehmen; 
— aber er bringt es immer fertig, einen Schluf zu ziehen, 
der dem unseren entgegengesetzt ist. Im Interesse der Kiirze 
und der Zeitersparnis wirde es fiir Schittenhelm sehr an- 
gebracht sein, uns immer und in allen Dingen zu widersprechen, 
die wir jemals in der Zukunft ver6ffentlichen werden. 

Es ist unsere Meinung, daB fiinf verschiedene Fermente 
in dem Nucleinstoffwechsel eine Rolle spielen: nimlich Nuclease, 
Adenase, Guanase, Xanthooxydase und Uricolase. Unser Glaube 
an die voneinander unabhangige Existenz dieser fiinf Fermente, 
die hiiufig von einem von uns festgestellt ist, beruht in dem 
Nachweis ihres verschieden starken Vorhandenseins bei ver- 
schiedenen Organen, Spezies und Alter, zwar nicht notwendiger- 
weise auf der vollstiindigen Abwesenheit des einen von ihnen 
an einem Ort, obwohl wir bisher nicht imstande waren, auch 
nur eine Spur von Guanase in der Leber oder Milz des 
Sehweines zu entdecken: von dem letzteren Organ war aller- 
dings Schittenhelm einst so giitig einzugestehen: «geht aber 
offenbar die Umwandlung des Adenins in Hypoxanthin bei 
weitem schneller und vollstindiger vor sich wie diejenige des 
Guanins in Xanthin. » !) 





1) Diese Zeitschrift, Bd. XLVI, S. 360. 

Vor kurzem fanden wir in unserem Thermostaten ein GefafS§ mit 
Schweinemilzextrakt vor, dessen Aufschrift lautete: «11. Januar 1903». Wir 
hatten keine Schwierigkeit, aus diesem Material die tibliche Menge von 
Guanin zu isolieren. Wenn das Extrakt eine Spur von Guanase enthielte, 
so haitte man wohl erwarten kénnen, dafi das Guanin in 6 Jahren ver- 
schwunden wire. Trotz der Abwesenheit von Guanin im Urin vom Schwein 
und der anatomischen Beziehung der Leber und Milz ist doch die ge- 
ringste Menge von Guanin in einem Extrakt von Schweinemilz ebenso 
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Wir haben in letzter Zeit eine mehr oder weniger voll- 
stiindige Untersuchung menschlicher Organe von drei ver- 
schiedenen Fillen vorgenommen; einer war von einem Typhus- 
kranken, ') ein zweiter von einer chronischen sclerotischen Endo- 
varditis und ein dritter von einem Aneuryma. Es wurden die 
Leber, die Milz, die Nieren, Pankreas und die Lunge unter- 
sucht. Das gleichmabige Ergebnis fiihrt ganz klar zu folgenden 
Schlubfolgerungen : 

1. In menschlichen Organextrakten fehlt deutlich die Ade- 
nase ganz analog zu dem Fehlen der Guanase in den Organen 
des Schweines; es ist wohl wahr, dafi eine Spur von Hypo- 
xanthin, wie wir glauben, in gewissen Experimenten mit mensch- 
lichen Organen gefunden werden kann, aber diese Menge ist 
so gering, daB die Identitiit nur durch Sammeln mehrerer Hypo- 
xanthinfraktionen von verschiedenen Experimenten nachgewiesen 
werden konnte. Ubrigens wird diese Spur von Hypoxanthin 
ebenso wohl bei der Autolyse gefunden, als nach dem Hinzu- 
fiigen von Adenin und wird nicht groBSer nach einer Digestion 
von 25 Tagen als nach 2 Tagen, wihrend das hinzugefiigte 
Adenin sich nicht mit der Zeit vermindert. Der Grund, warum 
wir nie vorher diese Spur von Hypoxanthin angetroffen haben, 
ist der, weil wir niemals zuvor (mit einer Ausnahme)?) eine 
Driise untersucht haben, die frei ist von Adenase und Xantho- 
oxydase, eine notwendige Bedingung fiir das Erscheinen von 
priéformiertem Hypoxanthin. Die Frage tiber das Vorkommen 
von Hypoxanthin in verschiedenen Geweben hat keine offenbare 
Beziehung zu den Fermenten des Nucleinstoffwechsels und wird 
daher ausfiihrlich in einem Artikel «Priaformiertes Hypoxanthin» 
von V. N. Leonard®*) behandelt werden. 


vor Zerfall geschiitzt wie in einem Priaparatenglas. (Schittenhelm und 
Schmid, Zeitschrift f. Path. u. Therap., Bd. IV, Mendel and Mitchel, 
Americ. Journ. of Physiol., Bd. XXII, S. 97.) 

') Winternitz und Jones, Diese Zeitschrift, Bd. LX, S. 180. 

?) Diese Bedingungen sind bei der Hundeleber erfillt; wir kénnen 
uns aber nicht erinnern, ob wir eine Spur von Hypoxanthin gefunden haben. 

*) In den folgenden Nummern des Journal of Biological Chemistry, 
ebenda Schluffolgerungen zu dem Artikel von Straughn und Jones. 








ijber die Fermente des Nucleinstoffwechsels bei der Gicht. 401 


Es ist uns mit Erfolg gelungen, hinzugefiigtes Adenin aus 
den Extrakten menschlicher Gewebe wiederzugewinnen, und 
zwar in fast quantitativen Mengen, wie man es unter solchen 
Versuchsbedingungen erwarten kann. 

2. Der hauptsiichliche, vielleicht der einzige Ort fiir die 
Bildung von Harnséure (aus Guanin) ist die Leber. Dieses 
Organ ist reichlich versehen mit beidem: Guanase und Xantho- 
oxydase, so daf verhiiltnismibig grobe Mengen von zugefiigtem 
Guanin vollstandig und schnell in Harnsiiure oder eine Mischung 
von Harnsiiure und Xanthin umgewandelt werden. Xanthooxy- 
dase scheint nur in dieser Driise vorzukommen; sonst kénnte 
man nicht verstehen, wie auch nur eine Spur von vorgebildetem 
Hypoxanthin in den anderen Geweben gefunden werden konnte, 
da doch diese Substanz bei Gegenwart von Xanthooxydase 
mit der grodSten Leichtigkeit zu Xanthin oxydiert wird. Die 
iibrigen Driisen haben keine Tendenz, auch nur den Teil des 
Xanthins, der vom Guanin stammt, zu Harnsdure zu oxydieren. 

Diese teilweise Oxydation von Xanthin geht immer bei 
Gegenwart von Xanthooxydase selbst vor sich, wenn nicht Luft 
durchgeleitet wird. Wir unterlieBen die Durchleitung von Luft 
in der Erwartung, beides sowohl Harnséure wie Xanthin zu finden 
in Ubereinstimmung mit den Angaben der anderen Autoren; 
nimmt man nun die Leber als Vergleichsobjekt, dann enthalten 
die anderen Gewebe keine Xanthooxydase. 

3. Die Milz, die beim Ochsen diese Fermente reichlich ent- 
hilt, hat beim Menschen weder Guanase noch Adenase. 

4. Guanase ist im UberfluB in der Leber, wie festgestellt 
wurde, und kann auch in der Niere und Lunge vorgefunden 
werden. 

Diese Verteilung der Nucleinfermente in den menschlichen 
Organen gibt ein charakteristisches und priagnantes Bild, dem 
sich der Gichtfall sehr wohl anpaSt; man kann bei ihm kon- 
statieren, daB die Verteilung der Nucleinfermente mit derjenigen 
der drei iibrigen iibereinstimmt. Adenase fehlt in allen Or- 
ganen; die Milz hat keine von beiden Amidasen; Xanthooxydase 
ist im Uberflu8 in der Leber vorhanden, aber nur diesem einen 
Organ vorbehalten; Guanase findet sich in der Leber, Niere 
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und Lunge;: die konstatierte Spur von Hypoxanthin kann man 
in verschiedenen Organen vorfinden; es ist sehr zweifelhaft, ob 
iiberhaupt die Gicht, wie bis jetzt angenommen wurde, in direkter 
Beziehung zum Nucleinstoffwechsel steht. 

Es ist von uns und von Mendel und Mitchell!) gezeigt 
worden, dali beim Tier wahrend der embryonalen Entwicklung 
eine fortdauernde Bildung der Fermente stattfindet; es ist uns 
gelungen, dasselbe fiir den menschlichen Korper zu beweisen;?) 
die Leber des Erwachsenen wandelt Guanin schnell und voll- 
stiindig um, aber es gelang uns, aus einem wasserigen Extrakt 
der Leber eines 5 Monate alten Foetus das Guanin nach einer 
Digestion unveriindert zuriickzugewinnen. Dieses vielleicht 
stiirkste Nucleinferment des erwachsenen Koérpers kann nicht 
im Embryo gefunden werden. 

Kin Teil der experimentellen Daten, auf denen die Arbeit 
beruht, wird im folgenden gegeben: die Methoden sind so _ be- 
kannt und so oft wiederholt, daf sie nicht erst angefiihrt wurden. 

1. Foetus 5 Monate alt: wiisseriges Leberextrakt (1 : 4) 
60 ccm, Guaninsulfat 150 mg, entsprechend Guanin 105 mg; 
digeriert bei 40° 4 Tage. 

Gefunden: 84 mg Guanin oder 80°/o, kein Xanthin. 

2. Fall von Aneurysma: wisseriges Leberextrakt (1 : 4) 
500 cem, Harnsiiure 400 mg: digeriert bei 40° 3 Tage, Luft 
wurde in Zwischenriumen 12 Stunden durchgeleitet. 

Gefunden: 420 mg Harnsaure. 

3. Derselbe Fall: wiisseriges Leberextrakt 1000 ccm, ohne 
Zusatz von Harnsiiure: digeriert 3 Tage bei 40°, Luftdurch- 
leitung in Zwischenriiumen wiihrend 11 Stunden. 

Gefunden: 105 mg Harnsaure. 

4. Fall von chronischer Nephritis und Gicht: Leberextrakt 
350 cem, Harnsiiure 300 mg; digeriert 3 Tage bei 40°, Luft- 
durchleitung in Zwischenriumen wihrend 9 Stunden. 

Gefunden: 320 mg Harnsiure. 


1) loc. cit. 
*) Winternitz und Jones, loc. cit. 
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5. Derselbe Fall: wiisseriges Milzextrakt 200 ccm, Adenin- 
sulfat 200 mg, entsprechend Adenin 133 mg: digeriert bei 40° 
25 Tage. 

Gefunden: 349 mg Adeninpikrat, entsprechend 122 mg Adenin; 
wiedergewonnen 92°/o. 

6. Derselbe Fall; wiisseriges Milzextrakt 200 ccm, Guanin- 
sulfat 200 mg, entsprechend Guanin 140 mg; digeriert 4 Tage. 
Gefunden 123 mg Guanin, Ausbeute 88°/o: kein Xanthin. 

7. Derselbe Fall: wiisseriges Pankreasextrakt 250 ecm, 
Adeninsulfat 250 mg, entsprechend 167 mg Adenin; digeriert 
4 Tage bei 40°. 

Gefunden: 398 mg Adeninpikrat, entsprechend 159 mg Adenin. 
Ausbeute 83 °/o. 

8. Derselbe Fall: wiisseriges Leberextrakt 500 cem, Adenin- 
sulfat 300 mg, entsprechend 200 mg Adenin: digeriert 25 Tage. 
Gefunden: 530 mg Adeninpikrat, entsprechend 185 mg Adenin. 

Ausbeute 93°/o. Harnsiure 42 mg; Xanthin eine Spur. 

9, Derselbe Fall: wiisseriges Leberextrakt 500 ccm, Guanin- 
sulfat 350 mg, entsprechend 245 mg Guanin; digeriert 2 Tage. 
Gefunden: Harnsiiure 160 mg, Xanthin 105 mg, kein Guanin. 

10. Derselbe Fall: wiisseriges Nierenextrakt 250 ccm, 
Adeninsulfat 200 mg, entsprechend 133 mg Adenin; 5 Tage 
digeriert. 

Gefunden: 301 mg Adeninpikrat, entsprechend 105 mg Adenin. 
Ausbeute 80°/o. 

11. Derselbe Fall: wasseriges Extrakt der Niere 250 ccm, 
Guaninsulfat 200 mg, entsprechend Guanin 140 mg: digeriert 
8 Tage. 

Gefunden: Xanthin 114 mg, entsprechend 82 °/o Guanin; Guanin 
nicht mehr vorhanden. 

12. Endocarditis: wiisseriges Nierenextrakt 250ccm, Adenin- 
sulfat 200 mg, entsprechend 103 mg Adenin; digeriert 25 Tage. 
Gefunden: 307 mg Adeninpikrat, entsprechend 137 mg Adenin. 

Ausbeute 81 °/o. 

13. Derselbe Fall: wisseriges Nierenextrakt 250 ccm, 
Guaninsulfat 200 mg, entsprechend 140 mg Guanin; digeriert 
10 Tage. 
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Gefunden: 118 mg Xanthin oder 84°/o Guanin; kein Guanin mehr, 
14. Derselbe Fall: wasseriges Extrakt der Lunge 300 ccm, 
Adeninsulfat 300 mg. entsprechend 200 mg Adenin, digeriert 
3 Tage. 
Gefunden: Adeninpikrat 492 mg, entsprechend 172 mg Adenin. 
Ausbeute 86 °/o. 

15. Derselbe Fall: wasseriges Extrakt der Lunge 300 ccm, 
Guaninsulfat 300 mg, entsprechend 210 mg Guanin; digeriert 
2 Tage. 

Gefunden: 175 mg Xanthin oder 83°/o Guanin; kein Guanin. 

16. Derselbe Fall: wiéisseriges Milzextrakt 200 ccm, Adenin- 
sulfat 200 mg, entsprechend 133 mg Adenin; digeriert 5 Tage. 
Gefunden: 349 mg Adeninpikrat, entsprechend 122 mg Adenin. 

Ausbeute 92°/o. 

17. Derselbe Fall: wiisseriges Nierenextrakt 250 ccm, 
Adeninsulfat 200 mg, Adenin 133 mg: digeriert 20 Tage. 
Gefunden: 291 mg Adeninpikrat, entsprechend 102 mg Adenin. 

Ausbeute 76 °%/o. 








Uber die Ausscheidung des in Form von 3,5-Dijod-I-tyrosin, 
Glycyl-3,5-dijod-l-tyrosin, d-Jodpropionyl-3,5-dijod-l-tyrosin und 
Palmityl-3,5-dijod-l-tyrosin in den Organismus des Hundes ein- 
gefiihrten Jods. 
Von 


Emil Abderhalden und Slavu (Bukarest). 


(Aus dem physiologischen Institut der tierarztlichen Hochschule, Berlin.) 


(Der Redaktion zugegangen am 27. Juli 1909.) 


In einer friiheren Mitteilung des einen von uns mit 
Kautzsch!) war die Ausscheidung des in Form von Jodkali und 
in Form des Calciumsalzes der Monojodbehensiiure (Sajodin) dem 
Organismus des Hundes zugefiihrten Jods verglichen worden. 
Es hatte sich gezeigt, da} das in letzterer Art verabreichte Jod 
ganz allmiilich ausgeschieden wird. Nach mehreren Tagen war 
erst ein Teil des gesamten Jods im Urin erschienen. Alle Be- 
obachtungen sprechen dafiir, daB die Monojodbehensdure als 
solche zur Resorption gelangt und erst in den Geweben ganz 
allmiéhlich abgebaut wird, wobei dann das Jod frei wird. Es 
ist vorlaufig unentschieden, ob der Monojodbehensiure als 
solcher eine bestimmte Wirkung zukommt, oder ob nicht viel- 
mehr erst das beim Abbau der Fettséure frei werdende Jod 
wirksam ist. Jedenfails ist der Umstand, daB das Jod der 
Monojodbehensiure ganz allméhlich frei wird und so einer 
Uberschwemmung des Organismus mit Jod vorgebeugt ist, 
von gréfter Bedeutung. Gleichzeitig spielt gewih der Um- 
stand, dafi das Jod in der Monojodbehensiure den Zellen 
direkt zugefiihrt und in ihnen selbst in Freiheit gesetzt wird, 


!)} Emil Abderhalden und Kar! Kautzsch, Vergleichende Unter- 
suchung iiber die Ausscheidung von Jod bei Verabreichung von Jodkali 
und von Sajodin. Zeitschrift fiir experim. Path. und Therapie, Bd. IV, 
S. 1, 1907. 
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ebenfalls eine bedeutungsvolle Rolle. Es ist nach unseren gegen- 
wiirtigen Kenntnissen der Jodwirkung nicht ohne weiteres zu- 
liissig, die Jodwirkung einzig und allein von dem dem Organismus 
in einem bestimmten Momente zur Verfiigung stehenden Jod 
abhiingig zu machen.!) Es kommt ohne Zweifel auch in Be- 
tracht, an welchen Stellen das Jod sich befindet. Wir hitten 
unter diesen Cesichtspunkten die Behensiiure als ein Vehikel 
fiir Jod zu betrachten, mit Hilfe dessen es in die Zellen ein- 
dringt und nun hier successive frei wird. 

Es schien uns von Interesse, Jodverbindungen in ihrem 
Verhalten im Organismus zu priifen, die das Jod teils im 
Benzolkern, teils in der Seitenkette enthalten. Wir hofften, 
zu Verbindungen zu gelangen, welche einerseits Komponenten 
enthalten, welche in der Natur vorkommen und andernteils das 
Jod im Organismus nicht abgeben. An Hand derartiger Ver- 
bindungen sollte gepriift werden, ob tatsiichlich nur das freie Jod 
resp. das Jod-lon die typische Jodwirkung entfaltet, eine An- 
nahme, die unbedingt viel fiir sich hat. Wir haben zunachst 
das Verhalten der Jodgorgoséure = 3,5-Dijod-l-tyrosin im Orga- 
nismus des Hundes untersucht. Zuniichst stellten wir fest, dab 
das 3,5-Dijod-l-tyrosin bereits Jod abgibt, wenn man zu seiner 
Losung Natriumnitrit und Schwefelsiéure zugibt. Dagegen spaltet 
Wasserstoffsuperoxyd kein Jod ab. Wir benutzten diese Beob- 
achtung, um qualitativ im Urin Jod nachzuweisen. Wir ver- 
setzten einen aliquoten Teil des angesiuerten Urins mit Natrium- 
nitrit und einen andern Teil mit Wasserstoffsuperoxyd und 
schiittelten dann mit Chloroform resp. Tetrachlorkohlenstoff aus. 
Zur Bestimmung des Jods im Urin bedienten wir uns einmal 
des kolorimetrischen Verfahrens. Diese Methode ist, wie friiher 
schon betont wurde, nicht exakt. Sie liefert nur Vergleichs- 
werte. Aber selbst zu oberfliichlichen Untersuchungen erweist 
sie sich als unzureichend, wenn man organisch gebundenes 
Jod zufiihrt. Einmal entgeht natiirlich in organischer Bindung 
im Urin auftretendes Jod der Bestimmung und dann scheinen 
auch von den zugefiihrten Verbindungen herstammende, im 

') Vgl. hierzu Erlenmeyer und Heinrich Stein, Jodwirkung, 
Jodismus und Arteriosklerose. Therapeut. Monatshefte, S. 133, 1909. 
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Urin zur Ausscheiduug gelangende Abbauprodukte zu stéren, 
wenigstens erhielten wir oft nach der Veraschung des Urins 
Werte, die in keinem Verhiltnis zu den auf kolorimetrischem 
Wege festgestellten Zahlen fiir Jod standen, obgleich organisch 
gebundenes Jod nicht nachweisbar war. Eine sichere Orien- 
tierung uber die gesamte Jodausscheidung im Urin und in den 
Faeces gibt nur die sorgfiltig durchgefiihrte Veraschung und 
nachfolgende Titration des Jods mit Thiosulfatlésung. Wir ver- 
abreichten das Dijodtyrosin per os und subcutan. Ganz gleich 
verfuhren wir mit den tbrigen Priiparaten. Bemerkt sei noch, 
dab der Versuch abgebrochen wurde, wenn in 4 aufeinander 
folgenden Tagen nach erfolgter Veraschung kein Jod nach- 
weisbar war. 

Versuch 1: Zuniichst gaben wir 1,17 g Jod in Form 
von Jodkalium per os. Gewicht des Hundes 7900 g. 


Jodausscheidung Jodausscheidung 
im Urin. in den Faeces. 
Nach 1 Tag 0,35 g ; ; 
2 Taven 0.37 Kolorimetrisch - 
a sagen Yer > iaiilionei Keine Spur von Jod 
015 >» _he 
F 0.12 Bei Verwendung von vorhanden. 
sete thie 
— 0,03 > ie 
; Tasserstoff- 
« < 0.015 und Wassersto 
arte 0.010 superoxyd 
y p » Y yt » 
- « 0.006 wurden die gleichen 
; :; Werte erhalten. 
Summa. . 1,081 g¢ 





Versuch 2: Ein 7500 g schwerer Hund erhielt 0,08 g 
Jod in Form von Jodkalium subcutan. 


Jodausscheidung im Urin. im Kot. 
Nach 1 Tag O19 g 
>» 2 Tagen 0,19 Kolorimetrische Kein Jod 
> 8 » 0.07 » Bestimmung. 
ee . : vorhanden. 
> & 0.06 » | Keim Unterschied bei 
> Bb » 0.01 ( Verwendung von 
6 0.01 Natriumnitrit 
7 » 0.003 » und Wasserstoff- 


superoxyd. 





Summa. . 0,533 g 

Diese beiden Versuche zeigen, dali die Jodausscheidung 
anniihernd die gleiche ist, gleichgiiltig, ob das Jodkalium per os 
27 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. LXI. 
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oder subcutan eingefiihrt wird. Sehr beschleunigen laBt sich 
die Jodausscheidung, wenn man eine gréfere Flissigkeitsmenge 


einfiihrt. 
Versuch 3: Ein 9300 g schwerer Hund erhilt 1,17 g 


Jod in Form von 3,5-Dijod-l-tyrosin per os. 


Jodausscheidung im Urin. 

Nach 1 Tag 0,20 ¢g 
» 2 Tagen 0,11 

3» 0,07 » 


‘i Kolorimetrische 
» 4 » 0,01 


» 5 » ( 2 re 
on Bestimmung. 
» 6 ° OOL P 
> z > O03 » e , 
. os Ubereinstimmende Werte 
, 8 > 0,03 ; 
> 9 » 0,02 


mit Natriumnitrit 
» 10 ” 0.004 » 


~ ee: > 0,005 » 

» 12 > 0,007 » 

Summa... 0,516 g 

Die Bestimmung des Jods im Urin der 12 Tage nach er- 

folgter Veraschung aliquoter Teile der Tagesurine ergab 0,780 g 

Jod. Die Faeces enthielten 0,2296 g Jod. Die Gesamtmenge 
des wiedergefundenen Jods betrug somit 1,0096 g Jod. 

Versuch 4: Gewicht des Hundes 8500 g.  Eingefihrt 

0,58 g Jod in Form von 3,5-Dijod-l-tyrosin subcutan. 


und Wasserstoffsuperoxyd. 





Jodausscheidung im Urin. 





Nach 1 Tag O10 g 
» 2 Tagen 00 » 
» 3 0,0 > 
> 4 0,008 » teh | 
—_— ae 0.017 » Kolorimetrisch bestimmt. 
>» 6 ; 0,017 » 
_— 0.039 « Dieselben Werte 
>» 8 » 0,016 » . oa 
_— 0.005 » mit Natriumnitrit 
a ee 0.009 >» und Wasserstoffsuperoxyd. 
» 12 » 0,007 » 
> 13 » 0,009 » 
Summa. . . 0.233 g 
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Nach erfolgter Veraschung des Gesamturins (aliquote Teile 
der 13 Tage) wurden gefunden: 0,442 g Jod und in den Faeces 
0,030 g Jod. Gesamtmenge des wiedergefundenen Jods = 
0,472 g Jod. 

Versuch 5: Eingabe von 0,58 g Jod in Form von 3,5- 
Dijod-l-tyrosin per os an einen 7450 g schweren Hund. 


Jodausscheidung im Urin. 


Nach 1 Tag 0,114 g 
» 2 Tagen 0,036 » 
> 3 > 0,027 » 
» 4 0,045 » Titrimetrische Bestimmung 
» 5 » 0,024 » 
» 6 0,020 » des Jods 
> 7 0,043 » 
» 8 » 0,021 » nach erfolgter Veraschung 
> 9 > 0,009 » 
>» 10 » 0,012 » des Urins. 
» 11 » 0,016 » 
» 12 » 0,009 » 
Summa. . . 0,376 g 





Nach der Veraschung der Mischung aliquoter Teile der 
einzelnen Tagesurine wurden gefunden: 0,395 g Jod. 

In den Faeces wurden gefunden: 0,101 g Jod. Gesamt- 
menge des wiedergefundenen Jods = 0,496 g. 

Aus diesen Versuchen geht hervor, daf das 3,5-Dijod-l- 
tyrosin wenigstens zum Teil resorbiert wird. Die Jodausschei- 
dung im Urin erfolgt sehr langsam. Ein grofer Teil des Jods 
wird in anorganischer Form ausgeschieden. Ob auferdem noch 
organisch gebundenes Jod vorhanden war, konnten wir vor- 
liufig nicht feststellen. Jedenfalls lieS sich unverandertes 3,5- 
Dijod-l-tyrosin nicht nachweisen. Von gréftem Interesse ist 
der Nachweis, daf nach subcutaner Zufuhr von 3,5-Dijod-l- 
tyrosin Jod in den Faeces auftritt. Diese Beobachtung ist fur 
die Deutung des Jods im Kot von Wichtigkeit. Ks darf ein 
Jodgehalt der Faeces nicht ohne weiteres als nicht resorbiertes 
Jod in Rechnung gesetzt werden. 

Versuch 6: Eingabe von 0,58 g Jod in Form von Glycyl- 
3,5-dijod-l-tyrosin per os. Gewicht des Hundes 7300 g. 


27* 
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Jodausscheidung im Urin, 


Am 1. Tag 0,172 g 
3 ‘ ( , , ; 
” 0,009 Titration des Jods 
4 » 0,010 > 

> a2 » 0,011 j nach erfolgter 
6 >» 0,005 » 

>» 7 r 
iF 0,011 Veraschung. 

> & » 0,002 » 

Summa . . 0,231 g 





Die Faeces enthielten 0,168 g Jod. Gesamtmenge des 
nachgewiesenen Jods: 0,399 g. 

Versuch 6: 0,58 g Jod subcutan in Form von Glycyl- 
3,9-dijod-l-tyrosin. Gewicht des Hundes 7500 g. 

Die Veraschung des Urins der gesamten Periode (8 Tage) 
ergab 0,356 g Jod. In den Faeces wurden gefunden: 0,084 g. 
Gesamtmenge des nachgewiesenen Jods: 0,440 g Jod. 

Versuch 7: 0,58 g Jod subcutan in Form von Glycy!l- 
3,9-dijod-l-tyrosin. Gewicht des Hundes 7800 g. 

Nach Veraschung des Urins von 8 Tagen gefunden: 0,336 g, 
in den Faeces 0,095 g. Summa 0,431 g Jod. 

Auch bei diesen Versuchen haben wir den Jodgehalt des 
Urins kolorimetrisch festgestellt und gefunden, daB mit Wasser- 
stoffsuperoxyd kein Jod nachweisbar war. Erst nach Zusatz 
von Natriumnitrit lief sich Jod ausschtitteln. Diese Beobachtung 
deutet darauf hin, daB das mit dem Dipeptid zugefiihrte Jod in 
fester organischer Bindung zur Ausscheidung gelangt ist. Wir 
werden diese Versuche weiter verfolgen. Auch hier lief sich nach 
subcutaner Zufuhr der Priiparate Jod in den Faeces nachweisen. 

Versuch 8: Eingabe von 0,58 g Jod in Form von Jodpro- 
pionyl-3,5-dijod-l-tyrosin per os. Gewicht des Hundes 6450. 


Jodausscheidung im Urin. 


Nach 1 Tag 0,130 g 
2 Tagen 0,022 » 
>» 8 » 0.021 » Titration 
4 ) 007 
; ' vpnaeed nach 
a > 0.013 
6 > O.O10 » erfolgter 
2 > 0.008 » . 
> & » 0,002 » Veraschung. 
Summa. . . 0,213 g 
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Aliquote Teile der einzelnen Tagesurine wurden vereinigt 
und verascht. Die titrimetrische Bestimmung des Jods ergab 
0,225 g Jod. In den Faeces wurden 0,198 g gefunden. Summa 
0,423 g Jod. 

Versuch 9: Eingabe von 0,58 g Jod in Form von Jod- 
propionyl-3,5-dijod-l-tyrosin subcutan. Gewicht des 
Hundes 9000 g. 


Jodausscheidung im Urin. 


Nach 1 Tag 0,014 g Kolorimetrisch Es wurden dieselben 
» 2 Tagen 0,005 » bestimmt. Mengen von Jod erhalten 
~ Se 00 >» An den folgenden bei Anwendung von 
mts Tagen kein Jod Natriumnitrit und 
Summa. . 0,019 g nachweisbar. von Wasserstoffsuperoxyd. 





Nach erfolgter Veraschung einer Mischung aliquoter Teile 
der Tagesurine von 8 Tagen wurden gefunden: 0,322 g¢ Jod 
und in den Faeces 0,133 g Jod. In Summa 0,455 g Jod. 

Versuch 10: 0,58 g Jod in Form von Jodpropionyl- 
3.)-dijod-l-tyrosin subeutan. Gewicht des Hundes 7900 g. 

Gesamtausscheidung von Jod innerhalb 8 Tagen 0,346 g 
und 0,128 g Jod in den Faeces. In Summa 0,474 g Jod. 

Aus diesen Beobachtungen geht hervor, dafi auch hier 
nach subcutaner Zufuhr des Priiparates gréBere Mengen von 
Jod in den Faeces erscheinen. Ferner wird sicher ein Teil des 
Jods abgespalten. Weitere Versuche miissen zeigen, ein wie 
groBber Teil des Jods in organischer Bindung im Urin auftritt. 

Endlich haben wir noch Versuche mit Palmityl-3,5- 
dijod-l-tyrosin ausgefiihrt. Es sind im hiesigen Laboratorium 
eine grOBere Zahl von Verbindungen von Aminosiiuren mit Fett- 
siuren vermittelst deren Chloride dargestellt worden. Analoge 
Verbindungen hat bereits S. Bondi!) gewonnen. Wir hatten 
derartige Kombinationen hergestellt, um verfolgen zu k6énnen, 
ob die Fettsiurekomponente einen Einflu§B auf die Resorption 


‘) S. Bondi, Uber Lipoproteide und die Deutung der degenerativen 
Zellverfettung. II. Lipopeptide, ihre Bedeutung, Synthese und Eigenschaften 
(Lauryl-glycin und Lauryl-alanin). Biochem. Zeitschrift, Bd. XVII, S. 543, 
1909. — S. Bondi und Th. Frankl, Ill. Synthese von Palmityl-glycin 
und Palmityl-alanin, Ebenda, S. 53. 
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und das Verhalten im Organismus ausiibt. Die Verbindungen 
selbst werden demniichst beschrieben werden. 

Versuch 11: 0,58 g Jod in Form von Palmity1-3,5- 
dijod-l-tyrosin per os. Gewicht des Hundes 8200 g. 


Jodausscheidung im Urin. 


Nach 1 Tag 0,112 g 
> 2 Tagen 0,036 > 
>» 3 > 0,030 » 

£ >» 0,029 >» nach erfolgter 
> 8 » 0,026 >» 
> 6 » O017> 
J a. 0,006 » Urins. 


Titration des Jods 


Veraschung des 





Summa. . .0,256 g J 

Die Bestimmung des Jods nach erfolgter Veraschung eines 
Gemisches aliquoter Mengen der Tagesharne ergab 0,274 g. 
In den Faeces fanden sich 0,204 g Jod. Gesamtmenge 0,478 g Jod. 

Nach subcutaner Eingabe der gleichen Menge Palmityl- 
3,5-dijod-l-tyrosin wurden im Harn von 8 Tagen 0,272 g Jod 
und im Kot 0,220 g gefunden. Vergleicht man mit diesen 
Werten die entsprechenden Mengen an ausgeschiedenem Jod 
nach Zufuhr von 3,5-Dijod-l-tyrosin, dann lat sich ein EinfluB 
der Fettsiurekomponente nicht feststellen. In welcher Form 
das Jod ausgeschieden wird, haben wir noch nicht entscheiden 
konnen. 

Aus den mitgeteilten Versuchen geht hervor, dab 3,5-Dijod- 
l-tyrosin und Glycyl-3,5-dijod-l-tyrosin ein verschiedenes Ver- 
halten zeigen. Die erstere Verbindung spaltet im Organismus leicht 
Jod ab, wihrend das Jod der letzteren offenbar in organischer 
Bindung im Urin erscheint. Das Jodpropionyl-3,5-l-tyrosin gibt 
wenigstens einen Teil seines Jods leicht ab. Wichtig ist der Befund, 
dafi nach subcutaner Zufuhr derartiger Jodverbindungen relativ 
grobe Mengen von Jod in den Darm ausgeschieden werden und 
in den Faeces erscheinen. Man darf somit nicht ohne weiteres 
das im Kot auftretende Jod als nicht resorbiertes Jod betrachten. 

















Uber den Nucleinstoffwechsel des Hundes bei Ausschaltung 
der Leber durch Anlegung einer Eckschen Fistel. 


Von 


Emil Abderhalden, E. S. London und Alfred Schittenhelm. 


(Aus dem physiologischen Institut der tierarztlichen Hochschule, Berlin, der pathologischen 
Abteilung des K. Institutes fiir experimentelle Medizin, St. Petersburg, und dem Labora- 
torium der medizinischen Klinik, Erlangen.) 


(Der Redaktion zugegangen am 1, August 1909.) 


Eine Vermehrung der Harnséure im Urin von Hunden, 
denen eine Ecksche Fistel angelegt ist, haben bereits Nencki 
und Hahn?) festgestellt. Lieblein®) hat dann dasselbe Resul- 
tat an Hunden, denen er die Leber durch Einspritzung von 
n/so-H,SO, in den Ductus choledochus zur Verédung brachte, 
erzielt und die Erscheinung mit dem ausgedehnten Kernschwund 
der Leber erklart, durch welchen Nucleinstoffe zum Zerfall und 
somit Nucleinbasen, die Vorstufen der Harnsiure, in den all- 
gemeinen Kreislauf gebracht werden. Nencki, Pawlow und 
Zaleski*) haben dann spiter diese Erklaérung Liebleins fir 
die Harnsaéurevermehrung nach Leberausschaltung anerkannt. 

Inzwischen sind nun unsere Vorstellungen iiber den Harn- 
sdurestoffwechsel wesentlich exaktere und verbesserte geworden. 
Nicht daf wir an der Mdglichkeit zweifeln miiBten, daf der 
rapide Zerfall eines nucleinreichen Organes, wie der Leber, 
den Harnsaurestoffwechsel steigern kénnte. Wir wissen aber, 
daB eine solche Steigerung des Nucleinumsatzes beim Hunde 
sich nur undeutlich an der Harnséureausscheidung, dagegen 


1) M. Hahn, O. Masson, M. Nencki und J. Pawlow, Die Ecksche 
Fistel zwischen der untern Hohlvene und der Pfortader und ihre Folgen fiir 
den Organismus, Arch. f. exper. Path. u. Pharmak., Bd. XXXII, S. 193, 1893. 

*) V. Lieblein, Die Stickstoffausscheidung nach Leberverédung 
beim Saugetier. Arch. f. exper. Pathol. u. Pharmak., Bd. XXXIII, S. 318, 1894. 

5) M. Nencki, J. P. Pawlow und J. Zaleski, Uber den Ammoniak- 
gehalt des Blutes und der Organe und die Harnstoffbildung bei den Siauge- 
tieren. Arch. f. exper. Path. u. Pharmak., Bd. XXXVH, S. 26, 1896. 
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sehr ausgesprochen an der Allantoinausfuhr kundgibt, und es 
ist daher auffallend, daf im vorliegenden Falle die Harnsiiure- 
ausscheidung stark in die Héhe ging. Wenn man nun bedenkt, 
dafi in der Séugetierleber Fermente vorhanden sind, welche 
sowohl der Harnsaurebildung, wie vor allem der Harnsiurezer- 
storung dienen, und dali Wiechowski?) gerade an der Hunde- 
leber die Umsetzung von Harnsiure in Allantoin feststellte, so 
miukte jetzt noch mit der Moéglichkeit gerechnet werden, dal 
durch Ausschaltung der Leber eine St6érung des Nucleinstoff- 
wechsels zustande kommt, welche in einem Defekt der Uber- 
fiihrung von Harnsiure in Allantoin, vielleicht auchin einem solchen 
der Umsetzung der Purinbasen zu Harnséure zu suchen wire. 

Die Entscheidung dieser Frage, ob also die von friiheren 
Autoren beobachtete Harnsiiurevermehrung beim Hunde mit 
Eckscher Fistel auf eine Uberschwemmung des Organismus 
mit Harnsiiurevorstufen durch den Zerfall der Leberzellkerne 
oder aber auf den Ausfall einer wichtigen Leberfunktion zuriick- 
zufiihren sei, lie} sich nun recht wohl herbeifiihren, indem 
man den Umsatz exogen zugefiihrter Nucleinsubstanzen quan- 
titativ beim Eckschen Fistelhund verfolgte. 

Wir haben 2 Versuche an 2 Eckschen Fistelhunden 
gemacht, welche vollig gleichsinnig verliefen. Der eine Ver- 
such beriicksichtigt nur die Ausscheidung des Haupttages, 
wiihrend der 2. Versuch nach allen Regeln durchgefiihrt ist 
und eine genaue quantitative Betrachtung erlaubt. Zur Ver- 
fiitterung kam ein Priiparat von thymonucleinsaurem Natrium, 
welches wir uns selbst nach dem bekannten Verfahren von 
Kossel und Neumann darstellten. Es hatte in dem Zustand, 
wie es verfiittert wurde (also nicht vdllig wasserfrei) 12,6°/o 
Stickstoff, 5,1°/o Purinbasenstickstoff und 13,5°/o Phosphor- 
siiure. Das Priiparat stellte ein weifes Pulver dar, welches 
vorschriftsmiBig in 4—5 °/oiger Lésung gelatinisierte. Es wurde 
von den Hunden gut genommen und gut ertragen. 




















') W. Wiechowski, Die Produkte der fermentativen Harnsaure- 
zersetzung durch tierische Organe. Hofmeisters Beitr. zur chem. Physiol. 
und Pathol., Bd. IX, S. 295, 1907. 
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Der Gesamtstickstoff wurde nach Kjeldahl! bestimmt, 
das Allantoin nach Wiechowski, die Harnsiure und die Purin- 
basen nach Kriiger und Schmid, die Phosphorsiiure nach 
Neumann. 

Versuch I. Der Hund hatte die Operation gut iiberstanden, 
und es wurde spiiter durch die Sektion festgestellt, daB sie 
auch vollkommen gelungen war. Er nahm das Futter gerne 
und freiwillig und zeigte keinerlei Vergiftungserscheinungen. 
Er erhielt an einem Tage neben Milch und Brot 20 g Nuclein- 
siure. Der in den niichsten 24 Stunden gesammelte Urin gab 
folgende Werte: 


Gesamtstickstoff . . =7,3 g 
Harnsiiurestickstoff . = 0,161 
Purinbasenstickstoff m=0,0133 » 
Allantoinstickstoff . = 1,204 


Gesamtpurinstickstoff = 1,3783 » 

Die prozentische Verteilung der Gesamtpurinausscheidung 
auf Allantoin, Harnsiure und Purinbasen stellt sich folgender- 
mafen dar: 

Allantoin ca. 879/o 
Harnsiure » 12°/o 
Purinbasen » 1°/o 

VersuchII. Der Hund hatte die Operation gut iiberstanden 
und sich vollig erholt. Durch die spatere Sektion wurde fest- 
gestellt, daf die Operation vollkommen gelungen war und keine 
Anastomosen sich gebildet hatten. Wéihrend des Versuchs 
zeigte der Hund keine Vergiftungserscheinungen und fraf sein 
Futter gerne und freiwillig. An 3 Tagen (9.—11. V.) erhielt 
er zu seiner gewohniichen, purinfreien Nahrung je 7 g thymo- 
nucleinsaures Natrium. 

Die Tabelle auf S. 417 gibt die erhaltenen Resultate wieder. 

Die Betrachtung der gefundenen Werte ergibt, dafb die 
Umsetzung der zugefiihrten Nucleinsiiure in den Verfiitte- 
rungstagen nahezu vollkommen vor sich geht und die er- 
hodhte Ausscheidung nur noch einen Tag die Verfiitterungs- 
periode tiberdauert. Nimmt man den Durchschnittswert vom 
7. und 8. V. als normalen Mittelwert des Eckschen Fistel- 
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hundes und betrachtet an dessen Hand die gesteigerte Aus- 
scheidung der Verfiitterungsperiode inklusive des ersten Tages 
der Nachperiode, so findet man, da der Zufuhr von 1,071 g 
Purinbasenstickstoff eine Ausfuhr von 1,044 g Purinstickstoff 
(Allantoin, Harnséure und Purinbasen) entspricht, d. h. dab die 
zugefiihrten Purinkérper quantitativ umgesetzt wurden. Die 
gesteigerte Ausfuhr betrifft vor allem den Allantoin- und den 
Harnsiurestickstoff, wiihrend die Vermehrung des Purinbasen- 
stickstoffs kaum ins Gewicht fillt. Eine Steigerung des Gesamt- 
stickstoffs, welche um 0,4 g hinter der Berechnung zuriickbleibt, 
und der Phosphorsaure, die keine vollkommene Beurteilung zu- 
lift, weil wir die Faeces nicht analysierten, geht mit der ge- 
steigerten Purinausfuhr Hand in Hand. 

Die Verteilung des Gesamtpurinstickstoffs auf die einzelnen 
Faktoren, auf die Mittelwerte der einzelnen Perioden berechnet, 
ist die folgende: 

100°/o Purinstickstoff geben fiir: 














atedls Allantoin | Harnsaure | Purinbasen 
| "/0 | %/o | %o 
| | 
on ae 77 | 20,5 25 
9.—11. | 7 5, 


Die Versuche haben zuniachst das Resultat geliefert, dab 
die Umsetzung der Nucleinsaéure und die Desamidie- 
rung und Oxydation der Purinbasen trotz Ausschal- 
tung der Leber vollkommen ungestort vor sich geht. 
Wir konnten weder eine Ausscheidung unzersetzter Nuclein- 
siure, noch eine abnorm vermehrte Purinbasenausfuhr konsta- 
tieren. Die Umsetzung ging vielmehr bis zur Harnsaure glatt 
und quantitativ vor sich. 

Um nun die Ausfuhr von Harnsiiure und Allantoin zu be- 
urteilen, muS man die an normalen Hunden gewonnenen Er- 
fahrungen heranziehen. Dabei hat sich aber ergeben, ') daB der 


1) A. Schittenhelm, Uber die Umsetzung verfiitterter Nuclein- 
siure beim Hund unter normalen und pathologischen Bedingungen. Diese 
Zeitschrift, 1909, Bd. LXI, S. 464. 
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normale Hund die in der Nucleinsiiure verfiitterten Purinbasen, 
ebenso, wie die im endogenen Nucleinhaushalt umgesetzten, bei- 
nahe quantitativ als Allantoin ausfiihrt und die Ausfuhr von 
Harnsiiure und Basen nur eine nebensiichliche Rolle spielt. 
Sowohl endogen, wie exogen stellte sich die normale Verteilung 
des Gesamtpurinstickstoffs im Urin beim Hunde folgendermafen: 

94—97°/o Allantoin, 

2—4 °%/o9 Harnsiiure, 

1—2 °/o Purinbasen. 

Dieselben Werte erhilt man auch in Hungerversuchen. 
Vergleicht man damit die in den Eeckschen Fistelversuchen 
gewonnenen Resultate, welche sich folgendermaBen verhalten: 

74—87°/o Allantoin, 

12—25°/o Harnsiiure, 

1— 2,5°/o Purinbasen, 
so erkennt man sofort, dab die Allantoinausscheidung zugunsten 
der Harnsiiureausscheidung prozentualisch wesentlich vermindert 
ist. Da diese auffallende Erscheinung gleichermafen im endo- 
genen und exogenen Haushalt zutage tritt, so kann kein Zweifel 
dartiber bestehen, daB als Folge der Leberausschaltung 
beim Hunde eine Stérung der Umsetzung von Harn- 
siiure in Allantoin zustande kommt, als Ausdruck 
des Ausfalls der harnsiurezerstérenden Funktion der 
Leber. Ubrigens steht damit die Beobachtung von Mendel 
und White in gutem Einklang,!) daf man nach Einfiihrung 
von Harnsiiure bei Hunden und Katzen am meisten Allantoin 
im Urin findet, wenn die Harnsiure nicht in eine periphere 
Vene, sondern in das Pfortadersystem eingespritzt wird. 

Indem somit beim Eckschen Fistelhunde 10—20°/o der 
gebildeten Harnsiiure der Umsetzung zu Allantoin entgehen, 
wiihrend also der gréfere Teil immer noch glatt in Allantoin 
iibergefiihrt wird, ist es fernerhin erwiesen, dafB aufer der 
Leber noch andere Organe die Umsetzung der Harn- 
siure vollziehen. 

') L. K. Mendel und B. White, On the intermediary metabolism 


of the purin-bodies. The Production of allantoin in the animal body. Amer. 
Journ. of physiol., Bd. XII, S. 85, 1904. 











Uber den Gehalt der Muskelsubstanz agyptischer Mumien 
an Monoaminosauren. 
I. Mitteilung. 
Von 


Emil Abderhalden und Carl Brahm. 


(Aus dem physioclogischen Institute der tierarztlichen Hochschule in Berlin.) 


(Der Redaktion zugegangen am 1. August 1909.) 


— 


Eingehende Studien tiber die Zusammensetzung von 
iigyptischem Mumienmaterial verdanken wir W. A. Schmidt.') 
Von besonderem Interesse ist der Nachweis von Eiweif. Uns 
interessierte die Frage, ob die Eiweibkérper von Mumien- 
organen chemisch nachweisbare Verdnderungen im Laufe der 
Zeit erlitten haben. Ferner diirfte es von Interesse sein, festzu- 
stellen, ob sich inden Mengenverhaltnissen, in denen die einzelnen 
Aminosauren in den Proteinen bestimmter Organe vorhandensind, 
eine Ubereinstimmung mit Eiwei&kérpern der entsprechenden 
frischen Gewebe ergibt. In dieser Richtung sind wir allerdings 
noch auf ganz rohe Vergleichswerte angewiesen. Vorliufig 
suchten wir festzustellen, ob bei der totalen Hydrolyse von Mus- 
keln aus &gyptischen Mumien Aminosiuren auftreten. Es ist uns 
trotz des sehr geringen uns zur Verfiigung gestellten Materials 
gegliickt, mit Sicherheit die folgenden Monoaminosiiuren nach- 
zuweisen: Glykokoll, Alanin, Leucin, Phenylalanin, 
Glutaminsdéure. Ferner haben wir das optische Verhalten 
der isolierten Aminosiiuren gepriift und festgestellt, da8 Alanin, 
Leucin und Prolin optisch-aktiv waren. 

Zur Untersuchung dienten 50 g «Halsmuskeln». Sie 
enthielten 10,28°/o N und hinterliefen beim  sechsstiindigen 
Kochen mit rauchender Salzsdure (1,19 spez. Gew.) 37,0 g 
Riickstand (1,33°/0 N). Glykokoll lief sich nach erfolgter Ver- 


') W. A. Schmidt, Chemische und biologische Untersuchungen 
von agyptischem Mumienmaterial nebst Betrachtungen tiber das Ein- 
balsamierungsverfahren der alten Agypter. Zeitschr. fiir allg. Physiologie. 
Bd. VU, S.369, 1907.— Uber Mumienfettsiuren. Chemiker-Zeitung, Nr.65, 1908. 
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esterung keines abscheiden. Die Ester wurden aus den Ester- 
chlorhydraten in der tblichen Weise in Freiheit gesetzt. Die 
Destillation der freien Ester wurde in zwei Fraktionen vor- 
genommen. 1. Fraktion: bis 100° des Wasserbades und 
0,4 mm Druck. 2. Fraktion: 100—200° des Olbades und 
0.4 mm Druck. 

Fraktion 1 wurde nach erfolgter Verseifung durch Kochen 
mit Wasser unter vermindertem Druck zur Trockene verdampft 
und der Riickstand mit absolutem Alkohol ausgekocht. Der 
alkoholische Extrakt wurde verdampft und der Riickstand, der 
Prolin enthielt, gewogen (0,75 g) und dann zur Identifizierung 
des Prolins mit Phenylcyanat behandelt. Da die Phenyl- 
cyanatverbindung nicht zur Krystallisation zu bringen war, wurde 
daraus das Hydantoin dargestellt. Es krystallisierte aus 
heifBem Wasser in flachen Nadeln und schmolz bei 144°. 

Die in absolutem Alkohol unléslichen Aminosaéuren wurden 
in Wasser gelOst. Die Lésung wurde mit Tierkohle gekocht und 
dann nach erfolgter Filtration bis zur beginnenden Krystalli- 


sation eingeengt. Es schied sich zunichst Leucin ab. 
0,1438 g Substanz gaben 0,1301 g H,O und 0,2900 g CO,. 


Berechnet fiir C,H,,NQ,. Gefunden: 
54,96°/o C und 9,92°%o H. 55,00°/o C und 10,05°%o H. 


Aus der Mutterlauge des Leucins wurden Krystalle ge- 
wonnen, die Analysenzahlen gaben, welche auf ein Gemisch 
von Leucin und Valin stimmen. Eine Trennung war der 
geringen Substanzmenge wegen nicht mdglich. Eine weitere 
Krystallfraktion erwies sich als Alanin. 

0,2001 g Substanz gaben 0,2954 g CO, und 0,1423 g H,O. 

Berechnet fiir C,H,NO,. Gefunden: 

40,45°/o C und 7,86°o H. 40,2690 C und 7,90%o H. 


Die Mutterlauge des Alanins enthielt Glykokoll, das 
als Esterchlorhydrat isoliert und identifiziert wurde. 

Aus der zweiten Fraktion wurde zuniachst in der tb- 
lichen Weise Phenylalaninester abgetrennt. Das Phenylalanin 
wurde in Form seines salzsauren Salzes isoliert und identifi- 
ziert. Sicher nachgewiesen wurde ferner Glutaminsaure 
(als salzsaures Salz). Die Anwesenheit von Asparaginsaure 
konnte nicht mit geniigender Schirfe erwiesen werden. 














Uber den Nachweis peptolytischer Fermente. 


Von 
Emil Abderhalden und Alfred Schittenhelm. 


(Aus dem physiologischen Institute der tierirztlichen Hochschule, Berlin und dem 
Laboratorium der medizinischen Klinik, Erlangen.) 


(Der Redaktion zugegangen am 1. August 1909). 


Die Untersuchung auf proteolytische und_ peptolytische 
Fermente hat in neuester Zeit von mancherlei Fragestellungen 
aus lebhaftes Interesse erweckt. Es sind eine ganze Anzahl 
mehr oder weniger einfacher und auch mehr oder weniger 
eindeutiger Methoden zum Nachweis proteolytischer Fermente 
ausgearbeitet worden. Keine einzige dieser Methoden vermag 
den Nachweis von Fermenten der Gruppe des Trypsins und 
des Erepsins in qualitativer und quantitativer Hinsicht mit solcher 
Schirfe und Exaktheit zu ftihren, wie das durch die Verwen- 
dung optisch-aktiver Polypeptide resp. racemischer asymmetrisch 
spaltbarer Polypeptide der Fall ist. Die Verfolgung der 
Anderung des Drehungsvermégens eines bestimmten Polypep- 
tids unter dem Einflu& einer Fermentlésung gibt uns einen 
exakten Einblick in das Vorhandensein und die Wirkungs- 
weise bestimmter Fermente. Diese Methode, die wir als die 
beste bezeichnen méchten, diirfte wohl kaum eine allgemeinere 
Verwendung finden, weil einmal die Beschaffung der Polypep- 
tide nicht ganz leicht ist und ferner ein guter Polarisations- 
apparat zur Ausfiihrung der Versuche notwendig ist. Auch 
ohne Polarisation lait sich mit bestimmten Polypeptiden eine 
klare Entscheidung iiber das Vorhandensein der Gruppe der 
peptolytischen Fermente herbeifiihren. Einmal konnte man ein 
Polypeptid wiahlen, das Biuretreaktion gibt, wahrend die 
Spaltprodukte keine solche mehr zeigen. Oder aber man 
wah!t ein Polypeptid, das Tryptophan enthalt und priift mit 
Bromwasser die Verdauungsfliissigkeit auf freies Tryptophan. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. LXI. 28 
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Diese beiden Methoden sind nicht ganz einwandfrei, weil die 
zugesetzte Fermentlésung Proteine enthalten kann, die eben- 
falls Biuretreaktion geben und aus denen auch Tryptophan frei 
werden kann. Ganz einwandfrei wird der Nachweis peptoly- 
tischer Fermente, wenn Polypeptide angewandt werden, die 
eine schwer lésliche Aminosaure, z. B. Tyrosin, Leucin, Cystin, 
in grOferer Menge enthalten und die selbst leicht loslich in 
Wasser sind. Die eingetretene Spaltung gibt sich dann an 
der ausfallenden Aminosiure kund. Glycyl-l-tyrosin hat sich 
z. B. fiir derartige Versuche sehr gut bewahrt. Oft sieht man 
in positiven Fiillen schon nach wenigen Stunden ein Aus- 
krystallisieren des Tyrosins. 

Wir haben nun anstelle des nicht so leicht darstellbaren 
Glycyl-l-tyrosins ein Pepton aus Seide gewonnen, das in 
Wasser spielend ldslich ist und sehr viel Tyrosin enthalt. Es 
wird durch partielle Hydrolyse aus Seide dargestellt und wird 
von der Chemischen Fabrik Hoffmann-La Roche & Cie. in Basel- 
Grenzach als «Pepton Roche» in den Handel gebracht. Das 
«reine» Pepton stellt ein schneeweifes, sich in Wasser farb- 
los lésendes Pulver dar. Es ist in diesem Zustande wenig 
hygroskopisch. Fur die meisten Versuche geniigt ein weniger 
gut gereinigtes Produkt. Die Ausfiihrung der Versuche ist 
sehr einfach. Das Pepton wird in 10—50°/oiger Lésung an- 
gewandt. Die Loésung wird auf ihre Reaktion gepriift. Ist 
sie schwach sauer, so wird soviel Natriumbicarbonat zugegeben, 
bis die Lésung ganz schwach alkalisch reagiert. Die Lésung 
muf ganz klar sein. Sollte das nicht der Fall sein, so wird 
filtriert. Nun setzt man die zu prtifende Fermentlésung zu, 
giefht etwas Toluol hinzu und bringt die Probe in den Brut- 
schrank. Von Zeit zu Zeit wird beobachtet. Sind peptoly- 
tische Fermente vorhanden, so beobachtet man nach kurzer 
Zeit Ausscheidung von Tyrosin. Sie kann durch Abkiihlen 
der Lésung vervollstandigt werden.') 


!) Seidenpepton ist schon friher (vgl. z. B. Peter Bergell und 
Albert Schiitze: Zur Frage der Antipankreatinbildung. Zeitschrift fiir 
Hygiene. Bd. 50, 5. 305. 1905) zum Nachweis von proteolytischen Fer- 
menten angewandt worden. 
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Tabelle 1. 
Probefrthstiick. 
| | Gesamt- | (| Pepton © 
ime | Hr | 9°™-| Fibrin | Mett 
oe | | aciditat | | _ Reaktion |Ausfall 
| | | | 
1. Sch. | schwach + | 34 | + | + | schwachsauer | -- 
aw. | + | 56 | + ds re ar 
3.K. | + | 66 | + |; + | « ae 
4, St. — 10 | + + | alkalish | — 
5. M. + | 58 | + + neutral | — 
Tabelle 2. 
robert iitiiic 
a. a | iagnose | , ee ae 
a ee - | HCl. perenne Mett Fibrin Casein) Pepton. 
1.G. B, 54 J. | Gastrit. chronica..| neg. | 40) + | + | 4. | + 
2. H. K 24 » |QObstipatio........ pos. | 68 +; +i] + + 
3. J. N. 48 » |Enteritis chron....} pos. | — +i +i] + =}. 
4. G. St. 47 » | Carcinoma ventric.| neg. | — —|—-{]-— 1. 
5. M. K. 26 » | Enteroptose, Chole- | | | 
| lithiasis ........ |} pos. | 66 | + | +] +, + 
6. J.Sch.17 » | Dyspepsia anacida| neg. | 30 +); +]+/] 4 
7. M. H. 31 > Dyspepsia nervosa} neg. | 37 + ict | + | + 
8. Fr. B. 25 » |Ozaena.......... | — | — TT | + + {+ 
9. G. H. 33 >» |Obstipatio........ i—{—- Pr! +i] +i] + 
10. J. M. 25 » | Neurasthenie ihe pos. 58 -—| —-|— — 
11. M. D. 71 »  Gietigaiie chron. .| pos. | 82 + + | + 4. 
12. B. D. 26 » | Neurasthenie ..... oe Po te foe 
13. M. B. 36 » | Neurasthenie ree — — —~ 1 +> } + a i 
14. L. D. 26 » |Spitzenaffektion...| pos. | — | + | + | + | + 
15. A. G. 42 » |Obstipation....... — — — | — | — | os 
16. F. K. 33 » | Dyspeps. nervosa ./ pos. | 64 + +i} +ict 
17. J. H. 54» |Icterus catarrhal. .| pos. | 66 —|—-|]c+ + 
18. A. Sch.38 » |Hyperaciditat; Obsip.| pos. | 85 J — [Mmm 4 | + 
19. A. K. 27 > | Anaciditat........ neg. | 19 | | sa 
20. L.Sch.23 » | Hyperaciditéi ..... pos. | 100 — | — | — 
21. J. M. 57 » j|Icterus; Cholelith..) — | — | — | + | + | +* 
22, F. S. 55 » | Icterus grav.Carcin. | | | 
hepatis.. ...... ~- — — | — | + + 
23. J. H. 61 » | Carcin. ventric. . ..| neg. cen — —_jschwach + sehwac +|sehwaeh + 
24. Chr. Str. 38 J.! Diabetes ...... fo — alk Oe | rl + 
25. B. Gs. 6£ >| Cholelithiasis ..... asl Madi \ié 0 Gi 








*) Autopsie: eitrige Cholecystitis; kleine Abszesse im Pancreas. 
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Tabelle 3. 
Faeces. 

Name Diagnose | Mett | Fibrin | Casein Pepton 
= | | normal | — | wo) me Se 
2, Ders. | > ae my 
3. H. | — | o+ me 
4. E. . aoe Ol + + 
5. B. » — — a + 
6. St. os + -+ me 
7. W. | > — | schwach + | schwach + | + 
8. H. | ¢ — — schwach +-| + 
y  V. | 3 — — + oh 
10. S. | —- | — = + 
11. oH. | ‘ - = rs is 

a. s. | acholisch a — a ao 
13. Hs. | leicht diarrhoisch ! — oe 
14. St. Diabetes — — | + -t- 
15. H. | acholisch i— | — > ob 





Werden die zu vergleichenden Versuche unter gleichen 
Bedingungen durchgefiihrt, so kénnte man durch Abfiltrieren 
und Wagen des ausgeschiedenen Tyrosins die Fermentspaltung 
auch quantitativ verfolgen. Der grobe Vorteil dieser Methode 
ist, dafs sie auSerordentlich einfach ist und vor allen Dingen 
keine weiteren Manipulationen, wie Einengen, Kochen usw., 
mit der Verdauungsfliissigkeit notwendig sind. Selbstverstand- 
lich kann das Pepton auch zu optischen Untersuchungen Ver- 
wendung finden. 

Wir verfiigen itiber sehr viele Versuche, welche alle die 
Brauchbarkeit der Methode beweisen. Verschiedene Prefsifte 
aus Organen — Leber, Niere, Muskeln — spalteten Tyrosin 
ab, auch das Plasma von Kaninchenblut wirkt hydrolysierend. 
Normaler Magensaft spaltet kein Tyrosin ab. Wir haben 
nun weiterhin das Seidenpepton als Reagens auf peptolytische 
Fermente in den folgenden Fallen geprift. Einmal unter- 
suchten wir den Mageninhalt nach einem gewohnlichen Probe- 
friihstiick (Tabelle 1) und ferner nach Oeleingabe (Tabelle 2). 
Bei der letzteren Untersuchung wurden gleichzeitig nach Mett, 
Grob-Fuld (Casein) und mit Hilfe einer Fibrinflocke ver- 
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gleichende Versuche angestellt. Endlich haben wir auch in 
den Faeces nach peptolytischen Fermenten gesucht (Tabelle 3). 

Wir zweifeln nicht daran, daf das Seidenpepton seiner 
Zuverlassigkeit und einfachen Anwendungsart wegen zu Prii- 
fungen auf die An- oder Abwesenheit von peptolytischen Fer- 
menten vielfach Anwendung finden wird. Es wird leicht 
moglich sein, ein Pepton zu gewinnen, das bei gleicher Dar- 
stellungsart eine in engen Grenzen konstante Zusammensetzung 
aufweist. Sie lat sich durch die Bestimmung des Tyrosin- 
und Glykokollgehaltes leicht kontrollieren und vor allen Dingen 
wird die Feststellung des Drehungsvermégens einen Anhalts- 
punkt geben. Selbstverstindlich kann, wie friiher schon er- 
wihnt, der Abbau des ,,Pepton Roche‘ auch durch Beobach- 
tung der Anderung des Drehungsvermégens seiner wiisserigen 
Loésung nach Zusatz von peptolytischen Fermenten verfolgt 
werden. Das Seidenpepton diirfte ferner zur Kultur von Bak- 
terien u. dgl. geeignet sein. Es besteht die Absicht, auch 
aus anderen Proteinen in analogen Weise Peptone zu gewinnen, 
um ein mannigfaltigeres Versuchsmaterial zur Auffindung von 
peptolytischen Fermenten zur Verfiigung zu haben. Wir 
hoffen durch Verwendung verschiedenartiger Peptone mit Hilfe 
der optischen Methode die Frage nach der Einheit oder 
Verschiedenartigkeit der peptolvtischen Fermente entscheiden 
zu konnen. 











Uber Lecithinglykose im Vergleich zum Jecorin der Pferdeleber. 


Yon 


A. Baskoff. 


(Aus dem chemischen Laboratorium des Kaiser]. Instituts fiir Experimentalmedizin 
zu St. Petersburg.) 


(Der Redaktion zugegangen am 29. Juli 1909.) 


Die Lecithinglykose wurde bekanntlich zum erstenmal 
von Bing') beschrieben, welcher dieselbe durch Zusammen- 
bringen von Lecithin und Glykose darstellte. Eingehender 
wurde die Lecithinglykose von Mayer?) untersucht. Dieselbe 
wurde von ihm aus dem Lecithin der Handelsmarke «Agfa» 
und Glykose dargestellt. Das Lecithin wurde im kalten Alkohol 
gelést, die Glykose zuerst in Spuren Wasser gelést, und nach- 
her wurde Alkohol hinzugefiigt. Beide L6sungen wurden filtriert, 
vereinigt und auf dem Wasserbade bis zur Sirupkonsistenz 
abgedampft und der Riickstand im Ather aufgenommen. Dabei 
zeigte es sich, daB je nach den angewendeten Mengen der 
Riickstand in Ather entweder vollig léslich ist, oder daB ein 
Teil des Traubenzuckers ungelést zuriickbleibt. Durch eine 
Reihe von Versuchen stellte es sich heraus, daf der alkoholische 
Abdampfungsriickstand sich in Ather meist dann vollig léste, 
wenn man Lecithin und Glykose im Verhaltnis 5 : 2 zusammen- 
brachte. Die Auflésung ging am besten vonstatten, wenn man 
Ather anwandte, der etwa 10°/o Wasser enthielt. Die Ather- 
lésung wurde durch Alkohol gefallt, der Niederschlag wieder 
in Ather gelést und mit Alkohol gefallt und schlieBlich im 
Vakuumexsikkator getrocknet. Auf diese Weise erhielt Mayer 
ein fast farbloses Pulver, das sehr schnell bei Bertihrung mit 
Luft Wasser anzieht, sich bréiunt und schlieBlich verschmiert. 


') Bing, Skand. Archiv f. Physiol., Bd. IX, S. 356. 
*) Mayer, Biochem. Zeitschrift, Bd. I, S. 81. 
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Die Analyse der erhaltenen Substanz gab folgende Resultate: 
C — 38,7°/0, H—9,29°/o, N— 1,09°/o, P—0,66°/0, O — 50,26%/o. 
Die Substanz enthielt 85°/o Glykose. Was die Frage anbe- 
trifft, ob die Lecithinglykose eine echte Verbindung sei, so 
kann man, sagt Mayer, vor der Hand iiber die Art der 
Bindung gar nichts aussagen. Es sei sehr moglich, da es 
verschiedene solcher Verbindungen gibt je nach den Mengen 
Lecithin und Glykose, die man aufeinander wirken labt. Auf 
Grund aller seiner Beobachtungen halt er fiir zweifelhaft, dab 
die Lecithinglykose eine echte Verbindung sei, und nimmt an, 
daB hier eher eine sogenannte feste Losung vorliege, dal beim 
Eindampfen alkoholischer Lecithin-Traubenzuckerlosung die 
beiden Substanzen sich in ihren Léslichkeitsverhiiltnissen der- 
art beeinflussen, dai Glykose atherléslich wird, aber nicht die 
Gesammtmenge derselben in engere Relation zum Lecithin trete. 

In der vorliegenden Arbeit habe ich die Lecithinglykose nach 
der Methode von Maver dargestellt. Ich bediente mich dazu 
ebenfalls des Lecithins von der Handelsmarke «Agfa». Jedoch 
wiesen bei mir die Analysen des Agfa-Praparat etwas andere 
Werte fiir P und N, als bei Mayer; namlich fiir N — 1,98°/o 
und fiir P — 3,62°/o, P: N=1: 1,2 

Kjeldah1- Bestimmung : 
0.4364 g Substanz — 6,1 ccm /10-H,SO, a 0,0014028 g N — 1,98°%o N. 
Phosphorbestimmung nach Neumann: 
0.2908 g Substanz verbrauchen 19 ccm /2-NaHO — 3,62°o P. 


Bemerkenswert ist, daf das Lecithin «Agfa» sich im 
kalten Alkohol nicht vollstaéndig lésen laBt. Es bleibt ein ge- 
wisser Teil ungelist, dieser Teil lést sich in Ather auf, jedoch 
wiederum nicht vollstindig. Die atherische Lésung gibt eine 
Fallung auf Zusatz von Alkohol, d. h. zeigt ahnliche LOsungs- 
verhaltnisse wie das Jecorin. Der weder in Alkohol noch 
in Ather lésliche Anteil aus «Agfa» lést sich sofort in Wasser 
auf, ruft jedoch keine Reduktion der Fehlingschen Losung 
hervor. Diese Anteile sind wahrscheinlich als Zersetzungs- 
produkte des Lecithins anzusehen. 

Zu meinem ersten Versuche wurden 25 g Lecithin und 
10 g Glykose (im Verhiiltnis 5 : 2) genommen, in Alkohol gelést 
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und die vereinigten Losungen auf dem Wasserbade abgedampft. 
Der Riickstand wurde jedoch nicht mit Wasser enthaltendem 
Ather aufgenommen, wie es Mayer tat, sondern mit gewohn- 
lichem kiuflichen Ather und die weitere Behandlung war die- 
selbe wie bei der Darstellung des Drechselschen Jecorins, 
oder Mayers Lecithinglykose. Ich tat es aus dem Grunde, 
um die erhaltenen Produkte mit dem Jecorin und anderen 
jecorinartigen Produkten vergleichen zu kénnen, da bekanntlich 
bei der Darstellung des Drechselschen Jecorins man sich 
nicht des wasserhaltigen, sondern des gewOhnlichen kiuflichen 
Athers bedient. 

In meiner Arbeit «Uber das Jecorin usw. der Pferdeleber»*) 
habe ich die Meinung ausgesprochen, dah bei der Darstellung 
der Lecithinglykose méglicherweise ein Ausfallen der Fett- 
siiuren und eine Anreicherung an Stickstoff vor sich gehe. Des- 
halb habe ich bei meinem Versuche mit Lecithinglykose aufer 
Stickstoff- und Phosphor- jedesmal noch Fettsiure- und Gly- 
kosebestimmungen vorgenommen, und nicht nur die erhaltenen 
Lecithinglykoseniederschlage selbst, sondern auch jedesmal die 
beim Ausfillen der Lecithinglykose durch Alkohol in der alko- 
holiitherischen Lésung gebliebene Substanz untersucht. 

Der alkoholische Abdampfungsriickstand der vereinigten 
Lésungen des Lecithins und der: Glykose wurde, wie oben 
gesagt, mit kiuflichem Ather unter gutem Umschiitteln be- 
handelt. Der Riickstand ging in eine triibe Lésung tiber. Beim 
Stehen der Lésung setzte sich am Boden des GefiiBes ein gelb- 
lich weifer Niederschlag, welcher abfiltriert, mehrere Male gut 
mit Ather gewaschen und getrocknet wurde. 25 g Lecithin und 
19 g Glykose gaben 5,3 g dieses Niederschlages, der sehr 
hygroskopisch war. Dieser Niederschlag bestand jedoch nicht 
aus reiner Glykose, wie man es vermuten konnte, sondern 
enthielt in sich, wie es die Analyse zeigte, einen lecithinartigen 
Komplex. Die Analyse gab folgende Werte: N — 1,77°/o: 
P — 2,88°/o; Fettsiuren — 39,05°/o, Glykose 28,81; P:N 
=— 1: 1,36. 


') Diese Zeitschrift, Bd. LVII, S. 415. 
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Kjeldahl-Bestimmung: 
0.3198 g Subst. verbr. 4,05 cem ®/10-H,SO, a 0,0014028 g N — 1,77°%o N. 
Phosphorbestimmung nach Neumann: 


0,1616 g Substanz verbrauchen 8,4 ccm 1/2-NaHO — 2,88°/o P. 
Fettsiure- und Glykosebestimmung : 
0.4143 g Substanz gaben 0,1615 g Fettséiuren — 39,05°/o 
und 0,2316 g Cu — 0,1194 g Glykose — 28,81°)o. 


Der Fettsaure- und Glykosegehalt wurde wiahrend der ganzen Arbeit 
folgendermafien bestimmt: Die Substanz wurde in Wasser geliést, zur 
Liésung (auch in dem Fall, wenn die Lésung triibe war) Schwefelsaure 
hinzugefiigt, bis die L6sung 10—15°/o H,SO, enthielt, und darauf mehrere 
Stunden auf dem Wasserbade unter Riickfluf gekocht. Die aufgeschwom- 
menen, geschmolzenen, rotbraunen Fettsiuren wurden nach Erkalten ab- 
fillriert, darauf in Ather gelést, die Lésung etwas mit Wasser gewaschen. 
Darauf wurde der Ather verdunstet, die Fettséuren in vacuo getrocknet, 
wobei sie sich schén auskrystallisierten, und schlieflich gewogen. Im 
Filtrat von den Fettsiuren wurde der Glykosegehalt nach Allihns Methode 
bestimmt, 

Auf Grund der Analysen miissen wir den Niederschlag auch 
fiir eine Art «Lecithinglykose» halten, da er Glykose und einen 
Lecithinkomplex enthilt. Es scheint daher, daf bei der Ather- 
behandlung nicht nur das Lecithin Glykose mit sich in die Lésung 
reibt, d. h. es atherléslich macht, sondern dafi auch ein ge- 
wisser Teil von Glykose einen Teil des Lecithins (oder vielleicht 
auch teilweise, wie es weiter ersichtlich ist, seine Zersetzungs- 
produkte) atherunloslich macht. Diese Fraktion (Fraktion I) lést 
sich in Wasser jedoch sehr triibe. Stellen wir uns diese Fraktion 
als ein Gemenge von 28,81°/o Glykose mit 71,19°/o Lecithin vor, 
so mliBten wir in diesem Gemenge 49,8°/o Fettséuren finden. (Der 
Fettséuregehalt von «Agfa» wurde von mir in mehreren Analysen 
rund 70°/o bestimmt.) Statt dessen finden wir in der Fraktion I 
nur 39,05°/o Fettséuren. Es kommt hier also eine Verminderung 
des Fettséuregehaltes zustande. Was die N- und P-Zahlen 
betrifft, so finden wir in der Fraktion I gréfere Werte fiir N 
und P, als man es fiir ein Gemenge von 28,81 GT. Glykose und 
71,19 GT. Lecithin erwarien konnte. Ein solches Gemenge miibte 
1,41°/o N und 2,57°/o P aufweisen. Statt dessen finden wir 
1,77°/o N und 2,88°/o P; was auch notwendig sein muf, wenn 
man ein Wegfallen der Fettséuren annimmt. 

Von der filtrierten Atherlésung des alkoholischen Ab- 
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dampfungsriickstandes wurden wenige Kubikzentimeter zur Ana- 
lyse entnommen, der Ather verdunstet und der Riickstand ge- 
trocknet (Fraktion Il). Die Analyse gab: N— 1,39°/o, P—2,41°/o, 
Fettsauren 56,01, Glykose — 20,65°/o, P: N = 1: 1,28. 
Kjeldahl-Bestimmung: 
0.3159 g Substanz verbrauchen 3,15 ccm ®10-H,SO, — 1,39°/o N. 
Phosphorbestimmung nach Neumann: 
0,2275 g Substanz verbrauchen 9,9 ccm /2e-NaHO — 2,41°/s P. 
Fettséure- und Glykosebestimmung : 
0,4084 g Substanz gaben 0,2287 g Fettsiuren — 56,01 °/o 
und 0,1751 g Cu — 0,08935 g Glykose — 20,65°/o. 

Ein Gemenge von 79,35 Gew. T. Lecithin und 20,65 Gew. T. 
Glykose miibte einen Fettséiuregehalt von 55,43°/o besitzen. Hier 
in der Fraktion II finden wir eine nahe zutreffende Zahl, die nur 
um etwas gréfer ist, als die berechnete. Die N- und P-Werte 
jedoch sind kleiner, als man es fiir ein Gemenge von 79,35 Gew. T. 
Lecithin und 20,65 Gew. T. Glykose erwarten miiBte (1,39°/o N und 
2,41°/o P, anstatt den zu berechnenden 1,56°/o N und 2,85°/o P). 
Man kénnte diesen Umstand dadurch erklaren, daf in der Frak- 
tion I eine Anreicherung an N und P auf Kosten der Verminde- 
rung des N- und P-Gehaltes der Fraktion II vor sich gegangen ist. 

Die atherische Lésung des Abdampfriickstandes (Frakt. II) 
wurde in iiblicher Weise durch Alkohol gefallt. Es entstand 
eine gelblich hellbraune Fallung, die abfiltriert und in vacuo 
getrocknet wurde. Ausbeute ca. 13 g. Die Masse war hygro- 
skopisch und lief sich nur schwer zu Pulver zerreiben. Es war 
dies die Lecithinglykose 1. Fallung (Frakt. III). Die Analyse 
zeigte N — 1,67, P — 2,81, Fettséuren 31,48°/o, Glykose 38,05 °/o, 
P: N= 1: 1,31. 

Kjeldahl-Bestimmung : 
0.2608 g Substanz verbrauchen 3,12 ccm 2/10-H,SO, — 1,67°/o N. 
Phosphorbestimmung nach Neumann: 
(),2194 g Substanz verbrauchen 11,15 ccm ®/2-NaHO — 2,81°/o P. 
Fettsduren- und Glykosebestimmung : 
0.5545 g Substanz gaben 0,1745 g Fettséuren — 31,48°/o 
und 0,3965 g Cu — 0,2108 g Glykose — 38,05%o. 

Ein Gemenge von 61,95 Gew. T. Lecithin und 38,05 Gew. T. 

Glykose miibte 43,36 °/o Fettséuren enthalten. Wir finden dagegen 
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in Lecithinglykose 1. Umfallung nur 31,48°/o Fettsiiuren, d. h. 
wir kénnen hier ein Wegfallen der Fettséiuren konstatieren, 
besonders wenn wir noch die Fraktion II, aus der die Lecithin- 
glykose gefallt wurde, in Acht nehmen, die uns 56,01°/o Fett- 
siuren aufwies. Dieses Wegfallen der Fettsiuren ist von einer 
ihnlichen Vergroferung der Werte fiir N und P begleitet wie 
in der Fraktion I (1,67°/o N und 2,81°%/o P, anstatt den fiir 
ein Gemenge zu berechnenden 1,22°/o N und 2,24°/o P; noch 
gréfer ist die Anreicherung, wenn man die P- und N-Zahlen der 
Fraktion III mit denen der Fraktion IV vergleicht). Der Glykose- 
gehalt hat sich im Vergleich zur Atherlésung (Frakt. II) be- 
deutend vergrofert. 

Die atheralkoholische Mutterlésung nach der ersten Fallung 
der Lecithinglykose wurde filtriert, der Ather und Alkohol ver- 
dunstet und der Riickstand in vacuo getrocknet. Die erhaltene 
klebrige gelbbraune Masse (Fraktion IV, Ausbeute ca. 14 g) 
wurde analysiert. Es ergab sich: 

N — 1,15°/o, P — 2,39°/o, Fettséuren 59,13°/o, Glykose 
— 13,11, P:N=1: 1,06. 

Kjeldahl- Bestimmung: 
0,341 g Substanz verbrauchen 2,85 ccm /10-H,SO, — 1,15°/o N. 
Phosphorbestimmung nach Neumann: 
0,1957 g Substanz verbrauchen 8,3 ccm /s-NaHO — 2,39°%o P. 
Fettséure- und Glykosebestimmung : 

0,3998 g Substanz gaben 0,2364 g Fettséuren — 59,13 °/o 

und 0,103 g Cu — 0,0524 g Glykose — 13,11°%/o. 

Ein Gemenge von 13,11 Gew. T. Glykose und 86,89 Gew. T. 
Lecithin miiBte einen Fettsiuregehalt von 60,8°/o besitzen. Inder 
Fraktion IV finden wir eine ahnliche Zahl — 59,13°/o. Die N- 
und P-Zahlen sind bedeutend kleiner, als die fiir das genannte 
Gemenge zu berechnenden (1,15°/o N und 2,39°/o P, anstatt den 
zu berechnenden 1,71°/o N und 3,14°/o P). Dieser Umstand war 
jedoch voraus zu erwarien, da bei der Fiallung der Lecithin- 
glykose eine Anreicherung aus N und P und Wegfallen der 
Séuren zu konstatieren war; es mufte daher in der Mutter- 
lésung eine Verkleinerung der N- und P-Werte auftreten. Das 
Verhalten P : N = 1: 1,06 ist hier ahnlich wie das Verhiiltnis 
des theoretisch zu konstruierenden Lecithins. Man kénnte des- 
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halb in der Fraktion IV das Vorhandensein der unzerstérten 
Lecithinkomplexe annehmen, welcher mit einem UberschuB von 
freien Fettsiuren gemengt ist. 

Die Lecithinglykose 1. Fallung, von welcher nur ein kleiner 
Teil zur Analyse entnommen ist, wurde, ohne vorher im Ex- 
sikkator zu trocknen, sofort in Ather gelést und zur Reinigung 
(nach Mayers Vorschrift) durch Alkohol gefallt. Hierbei muf 
folgendes erwiihnt werden. Die Auflésung in Ather war keine 
vollstiindige, es blieb ein gewisser Teil in Ather ungelést. Dieser 
itherunlosliche Teil J6ste sich in kaltem Alkohol unvollstandig, 
jedoch vollstaéndig in heiBem Alkohol. Beim Abkihlen des 
Alkohols schied sich aus ihm ein weiflicher Niederschlag aus. 
Aus diesem Grunde wurde folgendermafen verfahren. Die Leci- 
thinglykose 1. Fillung wurde mit Ather behandelt, die dithe- 
rische Lésung von dem ungelést gebliebenen abfiltriert und 
die Lésung durch Alkohol gefallt. Es bildete sich ein gelblich- 
brauner Niederschlag. Dieser Niederschlag — die Lecithin- 
glykose 2. Fallung (Frakt. V) — wurde abfiltriert. Er lief sich, 
in vacuo getrocknet, leicht zu einem gelblichen Pulver zerreiben. 
Nicht besonders hygroskopisch, Ausbeute nur 0,8 g. Die Ana- 
lyse gab: N — 2,06, P — 3,24, Fettséuren — 20,02, Glykose 
— 43,61°/o, P: N=1: 1,42. 

Kjeldahl-Bestimmung : 
0.2512 g Substanz verbrauchen 3,7 ccm /10-H,SO, — 2,06°/o N. 
Phosphorbestimmung nach Neumann: 
0,1196 g Substanz verbrauchen 7 ccm ®/2-NaHO — 3,24°%o P. 
Fettsiure- und Glykosebestimmung : 

0,3056 g Substanz gaben 0,0612 g Fettsiuren — 20,02 °/o 

und 0,2576 g Cu — 0,1335 g Glykose — 43,61 °%/o. 

Ein Gemenge von 43,01 Gew. T. Glykose und 56,39 Gew. T. 
Lecithin miiBte 39,5°/o Fettsaéure enthalten, statt dessen finden 
wir in der Lecithinglykose 2. Fallung — 20,02°/o, d. h. un- 
gefahr fast nur die Halfte. Der Fettsaéuregehalt der Lecithin- 
glykose 2. Fiillung hat sich noch weiter verkleinert im Vergleich 
zur Lecithinglykose 1. Fallung; der Glykosegehalt ist jedoch 
bedeutend gréSer geworden. Was den Gehalt an N und P be- 
trifft, so erblicken wir hier eine im Vergleich zur Lecithin- 
glykose 1. Fallung weitere Anreicherung an N und P. (Statt 
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der fiir das oben genannte Gemenge zu berechnenden 1,11°/o N 
und 2,01°/o P erhalten wir fast die doppelten Werte.) Die An- 
reicherung an N geht in groferem Mafstabe vor sich als An- 
reicherung an P, das Verhdltnis P : N= 1: 1,45 sucht sich 
demjenigen des Jecorins, das gleich 1: 2 ist, zu nahern. Wir 
sehen aus diesen Zahlen, dafi bei der Umfallung der Lecithin- 
glykose, der gebildete Niederschlag einen bedeutend kleineren 
Fettséure- und grofieren Glykosegehalt aufweist, und aufer- 
dem noch eine Anreicherung an N und P vor sich geht. Auf 
Grund des in der Lecithinglykose 2. Umfallung gefundenen Fett- 
siiuregehalts, der nur die Halfte des fir das Gemenge des 
Lecithins mit gefundener Glykosenmenge zu berechnenden bildet, 
und auf Grund der bewiesenen Anreicherung an N und P kann 
man die Behauptung aussprechen, dai Lecithinglykosen 
nicht als einfache Gemenge (oder sogenannte feste 
Loésung) des Lecithins mit Glykose angesehen werden 
diirfen; vielmehr findet hier eine Verbindung (oder nur Ge- 
menge) der Glykose mit den Zersetzungsprodukten des 
Lecithins statt. 

Das atheralkoholische Filtrat nach der Umfallung der Le- 
cithinglykose wurde abgedampft und der Riickstand, der glanzend- 
hell orangegelbe Massen darstellte, die sehr hygroskopisch waren, 
wurde analysiert. Er enthielt (Fraktion IV): N — 1,43°/o, P — 
2,89°/o, Fettsauren — 36,7°/o, Glykose 36,22 °/o, P: N= 1 : 1,09. 

K jeldahl- Bestimmung : 
0,3022 g Substanz verbrauchen 3,1 ccm /10-H,SO, — 1,43°/o N. 
Phosphorbestimmung nach Neumann: 
0,1816 g Substanz verbrauchen 9,5 ccm /s-NaHO — 2,89°/o P. 
Fettsiuren- und Glykosebestimmung : 
0,5237 g Substanz gaben 0,1922 g Fettséuren — 36,7°o 
und 0,3595 g Cu — 0,1892 g Glykose — 36,22 °/o. 

Das Verhaltnis P: N ist hier, 4hnlich wie bei dem Filtrat 
der ersten Ausfallung (Fraktion IV), gleich dem des theoretisch 
zu konstruierenden Lecithins. Wenn wir die Analysenzahlen der 
Fraktion VI mit denen der Fraktion III d. h. der Lecithinglykose 
1. Fallung vergleichen, so sehen wir, daB die P-Zahl dieselbe 
ist (der P-Gehalt in der Lecithinglykose 2. Umfallung hat sich 
ja im Vergleich zur Lecithinglykose 1. Umfallung nicht ver- 
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groBert), der N-Gehalt ist jedoch kleiner, als der der Lecithin- 
glykose 1. Fallung, was auch selbstverstandlich sein muB, da 
der N-Gehalt der Lecithinglykose nach der Umfallung gréfer 
wurde. Die Prozentzahlen der Fettsauren sind in der Fraktion VI 
grofer als in der Lecithinglykose 1. Fallung, die der Glykose 
jedoch kleiner. Dieser Umstand wird uns ebenfalls klar, wenn 
wir uns erinnern, daB bei der Darstellung der Lecithinglykose 
2. Fillung ein Ausfallen der Fettsaiuren und Anreicherung an 
Glykose zustande kommt, daher mu8 auch im Filtrat ein Uber- 
schuf an Fettséuren und Mangel an Glykose beobachtet werden. 

Alle diese Tatsachen bestiétigen meine Anschauung, die 
ich schon in der Arbeit «Uber das Jecorin usw. der Pferde- 
leber» ausgesprochen habe, dafi die Umfallung der Lecithin- 
glykose ein Wegfallen der Fettsduren und Anreicherung an 
Glykose und Stickstoff im Niederschlage erzeuge. 

Oben wurde erwihnt, dai die Auflésung der Lecithin- 
glykose 1. Fillung keine vollstiindige war. Der in Ather un- 
lésliche Anteil der Lecithinglykose wurde nun im _ siedenden 
Alkohol gelést, worin er sich vollsténdig léste; nach dem Er- 
kalten schied sich aus der LOosung ein gelblichweifer Nieder- 
schlag, von dem die Losung abfiltriert wurde. Beim Hinzufiigen von 
absolutem Ather zur erkalteten filtrierten Lésung schieden sich 
weibliche, zarte Flocken aus, die sehr bald zu einem gelblich- 
braunen Niederschlag von demselben Charakter wie die Lecithin- 
glykose 2. Fallung auf dem Boden des Gefafes sich sammelten. 
Ausbeute ca. 1g. Die Analyse der Substanz (Fraktion VIII) 
gab folgende Resultate: 

N — 2,04, P — 2,83, Fettséuren 25,06°/o, Glykose 46,1 °/o, 
P:N=1: 159. 

Kjeldahl- Bestimmung : 
0,1233 g Substanz verbrauchen 1,8 ccm 4/10-H,SO, — 2,04°/o N. 
Phosphorbestimmung nach Neumann: 
0,1875 g Substanz verbrauchen 9,6 cem /2s-NaHO — 2,83°%o P. 
Fettsiure- und Glykosebestimmung : 

0.5578 g Substanz gaben 0,1398 g Fettsiuren — 25,06°/o 

und 0.4754 g Cu — 0,2571 g Glykose — 46,01°/o. 

Wir sehen, dafi die Zusammensetzung dieser Fraktion 
eine iihnliche ist wie die Zusammensetzung der Lecithinglykose 
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9. Fallung (Fraktion V), nur ist der Fettsféure- und Glykose- 
gehalt etwas grodBer. Auf Grund der Analysenzahlen muB die 
Fraktion VII als eine Art Lecithinglykose 2. Umfillung be- 
trachtet werden. 

SchlieBlich gab der aus heifer Alkohollésung beim Er- 
kalten gebildete Niederschlag (Fraktion VIII) folgende Zahlen: 
N — 2,96°/o, P—2,69°/o, P:N=1: 2,5. 

Kjeldahl-Bestimmung: 

0,0615 g Substanz verbrauchen 1,3 cem ®10-H,SO, — 2,96°/o N. 
Phosphorbestimmung : 

0,037 g Substanz verbrauchen 1,8 ccm 2/z-NaHO — 2,69°,o P. 

Glykose- und Fettsauregehalt konnte aus Mangel an Sub- 
stanz, wovon nur winzige Mengen erhalten wurden, nicht be- 
stimmt werden. Der Ubersicht wegen sind alle Analysenzahlen 
der Lecithinglykose in untenstehender Tabelle angefiihrt (Kol. I), 
nebenbei sind die Analysenzahlen anderer Versuche angegeben. 

Die Tatsache, da der in Ather unldsliche Anteil der 
Lecithinglykose sich in Alkohol lést, auch seinerseits durch 
Ather gefallt wird (Fraktion VII), bietet das Interesse, da dadurch 
die Analogie zwischen Lecithinglykose und Jecorin noch starker 
hervorgehoben wird. Es wurde némlich schon von vielen Autoren 
bemerkt und es entspricht auch meinen Beobachtungen, dai 
das Jecorin aus Atherlisung durch Alkohol, anderseits aber 
aus Alkohollésung durch Ather gefallt wird; dhnliches finden 
wir bei der Lecithinglykose. Vergleichen wir nun die bei der 
Darstellung der Lecithinglykose erhaltenen Fraktionen mit den 
Produkten, die man bei der Darstellung des Jecorins nach der 
Drechselschen Vorschrift erhalt, so finden wir eine sehr grofe 
Analogie zwischen der Lecithinglykose und dem Jecorin. Wie 
das Jecorin der Pferdeleber im Vergleich zu der ganzen im 
Organ vorhandenen Lecithinmenge eine nur geringe Menge dar- 
stellt, so wird auch bei der Darstellung der Lecithinglykose von 
derselben nur wenig gewonnen: 25 g Lecithin und 10 g Glykose 
geben nur 0,8 g Lecithinglykose 2. Fallung (Fraktion V) und 
1 g der Fraktion VII. Um alle die oben beschriebenen Frak- 
tionen der Lecithinglykose bequemer mit den Produkten der 
Jecorindarstellung vergleichen zu kénnen, fiihre ich hier die 
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Fortsetzung. 
nn __—_EEEEeEeEeEeEeEeEeEeEHEeEHEHeHeEeEeEeEeEeEeEeeEeEeee 
I. Il. III. IV. 
| Lecithin- | Lecithin- | Diamido- 
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Nr. 1 Nr. 2 | . ‘kose 
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zweiter Fallung| P., . . . , 283 | 3,39 | lichesJecorin, 2,41 
die unléslich in | . ? 
Ather,inAlkohol Fettséuren. | 25,06 | 22,84 Feo ~- 
léslich ist, aus | = | gelost un 
Glykose . .| 46,1 | 46,15 § durch Ather 53,31 


dessen Lésung 
sie durch Ather/ pp. |. | 1:1,59 | 4: 1.41 | gefallt wird 1:23 
gefallt wurde | | ’ 


Jecorinartige ?) 


Fraktion VIII | | | Substanz in °/o| 
, ‘3 ol 296 | — | 2.57 _ 

Niederschlag, id wad 2,06 | | ti | 
der sich beim) P. - ~~ . 2.69 | _— | 3,03 Do 
Abkithlen der Fettsaéuren . | — — | 2 7817 | — 
heifen | Glykose. .| — | — ? = 9,22 — 
, Alkohol- | Asche. . . | — | —_ 6,38 | + 

lésung bildet | a | 

| mie ww) 2 — | 1:1,88 von 


| | Drechsel- | 
| sches Jecorin | 


| a) b) 

| Extrak- Extrak- 
tion mit tion mit 
kaltem heibem 
| Ather  Ather | 
N...| 2,61 | 2,07 
eeu s 2,87 3.89 | 
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Darstellungsweise des Jecorins der Pferdeleber Nr. V an (Jecorin 
Nr. V von anderer Leber stammend, als Jecorin Nr. | — IV in 
der Arbeit «Uber Jecorin usw. der Pferdeleber»).‘) 

Die getrocknete Pferdeleber wurde mit 85°/oigem Alkohol 
in der Kiélte extrahiert. Die Alkohollésung wurde abgedampft 
und der sirupése Riickstand mit Ather behandelt. Hierbei bil- 
deten sich zwei Schichten, an deren Grenze sich ein gelblicher 


*) Diese Zeitschrift, Bd. LVII, Heft 5 u. 6. 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. LXI. 29 
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Niederschlag sammelte. Die obere, atherische, enthielt die Phos- 
phatide (Lecithin und Jecorin), die untere stellte die sirupartige 
Substanz, die von mir als glykosereiche jecorinartige Substanz’) 
beschrieben wurde. Bei der naiheren Untersuchung wies jedoch 
diese Substanz bedeutende Unterschiede sowohl von Jecorin, 
als auch Lecithinglykose auf. Sie unterschied sich von diesen 
durch die Abwesenheit von Fettsiuren und viel zu grofen 
Glykose- und N-Gehalt; hauptsachlich jedoch dadurch, daf ihr 
P der Hauptmenge nach unorganischer Herkunft ist. Die Sub- 
stanz enthielt: N — 3,66°/o, P — 1,03°/o, Glykose 71,83 /o. 
Von diesen 1,03°/o P sind jedoch 0,66°/o unorganisch. 

Die Bestimmung des unorganischen P wurde nach der 
Methode von Stutzer?) ausgefiihrt mittels Fallung durch CaCl, 
in ammoniakalischer Lisung; der Niederschlag wurde mit Wasser 


gewaschen und der P nach Neumann bestimmt: 
1. 0.5796 g Substanz verbrauchen 6,9 ccm ®/2-Na(HO) — 0,66°/o P 
2. 0,526 » » > 6,45 » » _— 0,67 Oo » 3) 


Die Substanz reagiert sauer; die Glykose der Substanz 
JaBt sich durch Hefe vollstindig vergiiren. Beim Kochen der 
Substanz mit Alkali entweicht zuerst NH,, nachher ein Gas, 
das mit Trimethylamin groBe Ahnlichkeit hat. Die Lésung der 
Substanz wurde mit Alkali gekocht und die durch den Kiihler 
entweichenden Dampfe in einer Vorlage durch HCl-Losung aut- 
gefangen. Die in der Vorlage befindliche Lésung wurde nun 
auf dem Wasserbade verdunstet und der trockene Riickstand 
mit absolutem Alkohol behandelt. Es blieb ungelést eine weibe 
Substanz, die, aus Wasser umkrystallisiert, Krystalle von Sal- 
miak aufwies. Die alkoholische Lésung enthielt salzsaures Tri- 
methylamin. Um zu entscheiden, ob die Substanz vielleicht 


') Diese Zeitschrift, Bd. LVII, Heft 5 u. 6, S. 413. 

*) Stutzer, Biochem. Zeitschrift, 1908, Bd. VII. 

*) Bei der ersten Analyse wurde die getrocknete pulverisierte Sub- 
stanz sofort in Wasser gelést und durch CaCl, ein Niederschlag von Calcium- 
phosphat hervorgerufen. Bei der zweiten jedoch wurde die Substanz zu- 
erst mit einer Mischung von 10 ccm 10°/oiger Salzsiure, 10 ccm abso- 
lutem Alkohol und 80 ccm Wasser behandelt, worin sich alles léste, die 
Lésung mit tberschiissigem Ammoniak versetzt und dann mit CaCl, ge- 
fallt. Die Resultate waren in beiden Fallen dieselben. 
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Ammoniumsalze enthalte, wurde die Substanz in Wasser ge- 
lést und mit Magnesia usta im Nencki-Zaleskyschen Apparat 
auf das Vorhandensein des NH, gepriift; die Probe fiel negativ 
aus. Darauf wurde auf das Vorhandensein der Amidogruppe 
der Sdureamide gepriift. Zu diesem Zwecke wurde die Lésung 
der Substanz mit 5°/oiger HCl unter RiickfluB 1!/2 Stunden 
gekocht. Nach dem Abkihlen wurde die Lésung mit Lauge 
bis zur schwach sauren Reaktion neutralisiert, darauf mit Uber- 
schuf von Magnesia versetzt und der Nim Nencki-Zaleskyschen 
Apparat bestimmt. Es wurden auf diese Weise 0,28°/o N (der 


Amidogruppe gehorig) bestimmt. 


2.8666 g Substanz verbrauchen 5,7 ccm 1/10-H,SO, — 0,28%o N 
Das Drechselsche Jecorin V gab bei derselben Analyse 
— 0,29%o N. 
1,1753 g Substanz verbrauchen 2,5 ccm 4/10-H,SO, — 0,28°%o N 


Um den N-haltigen Bestandteil naéher bestimmen zu kénnen 
und denselben von der Glykose und anderen Substanzen zu 
trennen, bediente ich mich der Phosphorwolframsiiure. Die 
Substanz wurde in 5°/oiger Schwefelsiéurelésung durch Phos- 
phorwolframsaéure gefiallt, am nachsten Tag der Niederschlag 
abfiltriert, mit H,SO,-haltigem Wasser gewaschen; darauf der 
Niederschlag in Wasser suspendiert, auf dem Wasserbade er- 
warmt und mit Barytlésung zerlegt. Der phosphorwolframsaure 
Baryt wurde abfiltriert und in der Losung der tiberschiissige 
Baryt durch CO, entfernt, die filtrierte Losung auf dem Wasser- 
bade verdunstet. Es hinterblieb ein dicker dunkelbrauner Sirup, 
der alkalisch reagierte, 4uBerst hygroskopisch war und einen 
Geruch nach modernden Pilzen besa. Er enthielt keinen P und S 
sowie Kohlenséiure und war frei von Glykose. Der N-Gehalt 
dieser Substanz betrug 10,71 °/o. 

Kjeldahl-Bestimmung: 0,14 g Substanz verbrauchten 
10,58 cem ®/10-H,SO, = 10,71°/o N. 

Basisches Pb-Acetat erzeugt einen krystallinischen braunen 
Niederschlag, der jetzt von mir néher untersucht wird. 

Der N-haltige Sirup wurde in Wasser gelést, mit etwas 
Salzsdure versetzt und auf dem Wasserbade verdunstet; beim 


Auflésen des Riickstandes in Wasser blieb eine schwarzgefiarbte 
29* 
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Substanz ungeldst, die abfiltriert wurde. Die rotbraune Losung 
wurde wiederum mit HCl versetzt und verdunstet. Der erhaltene 
rotbraune dicke Sirup (die salzsaure Verbindung des zuerst 
erhaltenen Sirups) enthielt an Stickstoff — 8,66° . 

Kjeldahl-Bestimmung: 0,116 g Substanz verbrauchten 
7,25 cem ™/10-H,SO,. Ammoniak fehlte; bei der Bestimmung 
des Stickstoffs der Amidogruppe der Saureamide wurde 1,24 °/o N 
gefunden. 

Kjeldahl-Bestimmung: 0,114 g Substanz verbrauchten 
1,0 cem "/10-H,SO, — 1,24°/o N. 

Darauf wurde nach der Methode von BO6hmer mittels Ein- 
wirkung von salpetriger Siure der Stickstoff der Aminogruppe 
der Aminosiiuren bestimmt: es wurden 1,38°/o dieses Stickstoffs 
festgestellt. (0,1566 g Substanz gaben 1,9 ccm N bei der Tem- 
peratur — 19,5°; h — 764° = 0,00217 g N = 1,38°/o N.) 

Auf Grund des Beschriebenen miissen wir die sirupartige 
glykosereiche Substanz als ein Gemenge verschiedener Produkte 
ansehen, unter denen die Glykose die Hauptmenge bildet und da- 
neben eine N-haltige sirupartige Substanz, die auferst hygrosko- 
pisch ist. Diese N-haltige Substanz besteht méglicherweise haupt- 
siichlich aus Cholin (die Substanz enthaélt 10,71°/o N, das Cholin 
12,49°/o N). Jedoch miissen hier, wie aus dem Befunde des N der 
Amido- und Aminogruppen ersichtlich ist, auch andere N-haltige 
Verbindungen zugegen sein. Schon bei der Untersuchung des 
Heparphosphatides!) habe ich bemerkt, daB unter seinen Zer- 
setzungsprodukten eine andere N-haltige basische Verbindung 
als Cholin sich befindet, die mdglicherweise als Verdanderungs- 
produkt des Cholins aufzufassen ist. Die Untersuchung dieser 
N-haltigen Verbindung bietet groBes Interesse dar. AuBer Glykose 
und der N-haltigen Verbindung ist in der Substanz eine S-haltige or- 
ganische Verbindung vorhanden. Die Hauptmenge des in der sirup- 
artigen Substanz vorhandenen P ist unorganisch (0,66°/o von 
1,03°/o0), wahrscheinlich in Form von Phosphaten vorhanden; 
auberdem sind hier unbedingt unorganische Salze beigemengt (aus 
dem Aschegehalt erkennbar). Der Rest des P ist organischen Ur- 
sprungs und gehort wahrscheinlich der Glycerinphosphorsaure an. 


') Diese Zeitschrift, Bd. LVII, S. 441. 
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Der an der Grenze der wisserigen und dtherischen 
Schicht angesammelte Niederschlag wurde abfiltriert und in 
1/9 °/oiger Schwefelsiiure gelost, worin er sich vollstiindig léste. 
Er bestand vollstandig aus Purinverbindungen. Zur Trennung 
der verschiedenen Purinderivate bediente ich mich der Kossel- 
schen Methode.!) Die LoOsung wurde mittels ammoniakalischer 
Ag-Lésung gefillt. Der Ag-Niederschlag wurde in nicht zu 
grofer Menge siedender Salpetersiure Sp. G. 1,1 gelést. Nach 
Abkiihlen der Losung entstand ein schwach weilber Niederschlag 
— die Silberverbindung des Adenins. Das Filtrat wurde durch 
Ammoniak gefallt, die Fallung durch H,S zerlegt und auf diese 
Weise eine Substanz erhalten, die nur schwach gelb gefiirbt 
war. Sie zeigte alle fiir das Xanthin eigentiimlichen Reaktionen. 
Mit Salpetersdure auf einem Porzellantiegeldeckel bis zur Trockene 
verdunstet, gab die Substanz einen gelben Riickstand, der nach 
Zusatz von Natronlauge sich rot und beim Erwiirmen purpurrot 
fiirbte. AuBerdem zeigte die Verbindung sehr deutlich die 
Fischer-W eidelsche Reaktion?) und die Hoppe-Seylersche 
(Griinfirbung durch Chlorkalk und Natron). Der in salpeter- 
saurer Losung gebildete Niederschlag wurde mittels warmer 
wasseriger Lésung des (NH,),S zerlegt. Das Filtrat wurde ein- 
geengt und mit NH, auf dem Wasserbade behandelt; die am- 
moniakalische L6sung wurde etwas verdunstet, es bildeten sich 
schéne Krystalle des Adenins. Das Guanin fehlte, ebenso das 
Hypoxanthin. Jedoch lief sich in der Mutterldsung Harnséure 
nachweisen. 

Weder die sirupartige Schicht noch der Purinniederschlag 
haben mit der Lecithinglykose etwas zu tun. Mit den oben 
beschriebenen Fraktionen der Lecithinglykosedarstellung konnen 
nur die Produkte der oberen atherischen Schicht verglichen 
werden, die das Jecorin und Lecithin d. h. die Phosphatide 
enthalt. Die atherische Schicht wurde abgehebert, eingeengt 
und mit Alkohol gefallt. Die erste Fallung war sirupartig. Sie 
entspricht der Lecithinglykosefallung (Frakt. IJ). Dieser Jecorin- 
niederschlag liste sich nicht vollstindig in Ather auf; es blieb 





') Kossel, Diese Zeitschrift, Bd. XII, S. 252. 
*; Ber. d. Deutsch. chem. Ges., Bd. XXXI, S. 2236, 
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ein ditherunléslicher Niederschlag, der von mir als atherunlés- 
liches Jecorin!) beschrieben worden ist. Dieses Jecorin erwies 
sich jedoch als léslich in siedendem Alkohol. Beim Abkihlen 
der Lisung setzte sich ein ganz weifSer Niederschlag ab. 
Seiner Darstellungsweise nach entspricht dieser Niederschlag 
der Fraktion VIII. Getrocknet laft er sich leicht zu einem 
schénen iiuBerst leichten Pulver Zerreiben, das nur schwach 
hygroskopisch ist. Die Analyse gab: N — 2,57 °/o, P — 3,03 °/o, 
Sauren? 78,17°/o, Glykose? — 9,22°/o, Asche 6,38°%/o, P:N 
= 1:1,88, Schwefel fehlte. Die Substanz reduzierte erst, nach- 
dem sie mit 5°/oiger H,SO, gekocht war. 
Kjeldahl- Bestimmung : 
0.4202 g Substanz verbrauchen 7,7 cem ®/10-H,SO, — 2,57°/o. 
Phosphorbestimmung nach Neumann: 
0,1877—10,3 cem NaHO — 3,03°%o. 
Glykose- und Séureradikalbestimmung: 
0,5353 g Substanz gaben 0,3708 g Saéuren (?) — 78,17 °%o. 
und 0,0978 g Cu — 0,0978 » Glykose (?) — 9,22°%o. 
Aschebestimmung: 0,2026 g gaben 0,013 g Asche — 6,38°/o. 
Dem Verhiiltnis P : N nach und ebenso nach den absoluten 
Werten von P und N zu urteilen ist die Substanz ein Jecorin. 
Zur Bestimmung der Séureradikale wurde die Substanz in Alkali 
gelést und gekocht; nachdem zur erkalteten Losung ein Uberschu 
von H,SO,-Lésung hinzugefiigt wurde, bildeten sich weifliche 
Flocken, die abfiltriert, gewaschen und in vacuo getrocknet wurden. 
Diese Substanz schmolz ungefiihr bei 220°; es handelte sich 
also nicht um hohere Fettséuren. Diese Substanz wurde in 
Alkali gelést, die LOsung bis zur schwachsauren Reaktion neu- 
tralisiert, darauf NH, hinzugefiigt und auf dem Wasserbade 
bis zum volligen Vertreiben des tberschiissigen NH, erwarmt. 
Darauf wurde die heife Lésung durch AgNO, gefillt; die gebil- 
deten Silbersalze enthielten 67,08°/o Ag. Jedoch bemerkte ich, 
daf im Niederschlage eine krystallinisch erscheinende Masse von 
metallischem Silber sich befand. Daraus konnte man schliefen, 
dali hier teilweise eine Reduktion des AgNO, vor sich gegangen 
sei. Wurden jedoch die Silbersalze in der Kiilte gefallt, so wiesen 





') Diese Zeitschrift, Bd. LVI, H. 5 u. 6, S. 421. 
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sie einen Ag-Gehalt von nur 50,99 °/o auf, d. h. es ging hier keine 
oder nur eine geringe Reduktion zu metallischem Silber vor sich. 
Diese eigentiimliche jecorinartige Substanz wurde aus normalen 
Lebern in ganz winziger Menge erhalten; grofer war ihre Aus- 
beute aus Lebern der Pferde, die gegen Diphtherie und Scharlach 
immunisiert waren. 

Die von dieser Substanz abfiltrierte kalte alkoholische 
Lisung des iitherunldslichen Jecorins gab bei Zusatz von Ather 
eine gelbbraune Fiallung. Dieser Niederschlag des Jecorins ent- 
spricht der Fraktion VII der Lecithinglykose. Wir ersehen hieraus 
das eigentiimliche Verhalten, dal sowohl beim Jecorin, als 
bei der Lecithinglykose, die atherléslichen Anteile durch Alkohol, 
die alkoholléslichen durch Ather gefiillt werden. 

Der atherldsliche Anteil des Jecorins 1. Fallung (der die 
Hauptmenge des rohen Jecorins bildete) wurde aus itherischer 
Losung durch Alkohol gefillt. Dieser Niederschlag 2. Fillung 
war ebenfalls sirupartig, lieS sich aber vollstiindig in Ather 
aufldsen. Dieser Niederschlag éntspricht demnach der Lecithin- 
glykose 2. Fiillung. 

Nach der 5. Umfiillung wurde das Jecorin von mir rein 
erhalten. Es enthielt, wie auch das vorher von mir beschriebene 
Jecorin I—IV, N — 2,51°/o, P — 2,87°/o. Die dritte Umfallung 
war schon grobflockig, enthielt jedoch noch viel braune schmierige 
Substanz beigemengt. Alle folgenden Umfallungen waren diinn- 
flockig und gelblichweif. Hierbei habe ich einen Versuch ge- 
macht, ob vielleicht nicht die Reinigung des Jecorins auf einem 
einfacheren Wege, als durch 6faches Umfallen durch Alkohol 
vollfiihrt werden kénne. Zu diesem Zwecke wurde ein Teil des 
rohen Jecorins im Wirmeschrank bei 70° mehrere Male mit 
Alkohol bearbeitet. Der Riickstand analysiert; er wies die- 
selben N- und P-Werte wie das durch 6 faches Umfiillen 
durch Alkohol gereinigte Jecorin auf; namlich N — 2,57°/o, 
P — 2,85°/o. Die alkoholische Loésung, die bei der Behandlung 
des rohen Jecorins im Wiirmeschrank mit Alkohol erhalten war, 
wurde eingeengt und gab bei Zusatz von Ather einen flockigen 
Jecorinniederschlag. 
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II. Teil. 

Aufier dem oben beschriebenen Versuch der Lecithin- 
glykosedarstellung wurde von mir ein zweiter Versuch ange- 
stellt, wobei die Versuchsbedingungen etwas geiindert wurden. 
Es wurden 20 g Lecithin mit Uberschu8 von Glykose (ca. 30 g) 
in LOsungen vereinigt und der alkoholische Abdampfungrtick- 
stand wurde nicht, wie beim ersten Versuche, mit kaltem Ather 
behandelt, sondern — und das bildet den Hauptunterschied 
vom ersten Verfahren — der gesamte Riickstand wurde in 
eine Papierhiilse des Soxhletapparates gebracht und mit Ather 
extrahiert. Das weitere Verfahren war dasselbe wie beim ersten 
Versuche. Die Analysenzahlen der einzelnen Fraktionen sind 
in der Tabelle unter Kolonne [I angefiihrt. 

Analytische Beilage: 
Fraktion I. Kjeldahl-Bestimmung: 
0.4908 g Substanz verbrauchen 3,2 ccm "/10-H,SO,. 

Phosphorbestimmung nach Neumann: 

0,826 g Substanz verbrauchen 22 ccm /2-NaHO. 
Fraktion Il. Kjeldahl-Bestimmung: 
0,381 g Substanz verbrauchen 3,85 ccm /10-H,SO,. 

Phosphorbestimmung nach Neumann: 

0.1879 ¢ Substanz verbrauchen 11 ccm /2-NaHO. 

Glykosebestimmung : 

0,2534 g Substanz gaben 0,0774 g Cu — 0,0395 g Glykose. 
Fraktion III. Kjeldahl-Bestimmung: 
0.3256 g Substanz verbrauchen 3,98 ccm ®/10-H,SQ,. 

Phosphorbestimmung nach Neumann: 

0,1874 g Substanz verbrauchen 12,5 ccm 4/2-NaHO. 
0.1185 >» > » 7,9» > 

Glykosebestimmung : 

0,1029 g Substanz gaben 0,0824 g Cu — 0,042 g Glykose. 

Fettsiurebestimmung: 

0.4717 ¢ Substanz gaben 0,1418 g Fettséuren — 33,52 °/o. 
Fraktion IV. Kjeldahl-Bestimmung: 
0,44 g Substanz verbrauchen 9,5 ccm /10-H,SQ,. 
Phosphorbestimmung nach Neumann: 
0,255 g Substanz verbrauchen 3,7 cem "/2-NaHO. 
Glykose- und Fettséurebestimmung : 
0,7494 g Substanz gaben 0,2058 g Cu — 0,1057 g Glykose und 
0,4688 g Fettsduren. 
Fraktion V. Kjeldahl-Bestimmung: 
0,1361 g Substanz verbrauchen 1,85 ccm ®/10-H,SQ,. 
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Phosphorbestimmung nach Neumann: 

0,0671 g Substanz verbrauchen 4,4 ccm ®/2-Na(HO). 
Glykose- und Fettsiurebestimmung: 

0,0325 g Substanz gaben 0,028 g Cu — 0,015 g Glykose. 

0,1241 » . »  0,0239 g Fettséiuren — 19,11°/o. 

Fraktion VII. Kjeldahl-Bestimmung: 

0,1232 g Substanz verbrauchen 1,75 cem /10-H,SO,. 
Phosphorbestimmung nach Neumann: 

0,0726 g Substanz verbrauchen 5,45 ccm 4/2-NaHO. 
Glykose- und Fettsiurebestimmung : 


0.3174 g Substanz gaben 0,2818 g Cu — 0,1594 g Glykose und 0,0725 g 
Fettséuren — 22,840. 


Aus den Analysenzahlen sehen wir, dafi die Werte fiir 
N bei der Lecithinglykose Nr. 2 in allen Fraktionen nur wenig 
abweichen von denen der Lecithinglykose Nr. 1, ebenso die 
Werte fiir Glykose und Fettsaéiuren. Einen bedeutenden Unter- 
schied jedoch weisen die P-Zahlen auf, und zwar ist hier der 
P-Gehalt in allen Lecithinglykosefallungen (Frakt. III, Vu. VID) 
und in der ersten Atherlésung (Frakt. Il) bedeutend griBer, als 
in den entsprechenden Fraktionen der Lecithinglykose Nr. 1. 
Diese Tatsache glaube ich dem Umstande zuschreiben zu diirfen, 
dai die Extraktion des Abdampfungsrtickstandes der alkoho- 
lischen Lésung des Lecithins und Glykose beim zweiten Versuch 
mit heiBem Ather (Soxhletapparat) vorgenommen wurde. Der 
Kontrolle wegen wurde bei der Darstellung des Jecorins Nr. 5 
aus Pferdeleber ein Teil des alkoholischen Abdampfungsriick- 
standes nicht mit kaltem Ather behandelt, sondern im Soxhlet- 
apparat mit Atherdiimpfen extrahiert, und bei weiteren ebenso 
wie das Jecorin Nr. 5a mit 6facher Umfallung bearbeitet. Die 
Analysenzahlen sind in der Tabelle Kol. II] unter Benennung: 
Jecorin Nr. V b angegeben: N — 2,07°/o, P — 3,89°/o, P: N = 
1:1,9°/o1). Wir ersehen hieraus, daB Drechselsche Jecorine, die 


') Bei der Darstellung des Jecorins Nr. Vb wurde wiederum ein 
Versuch gemacht, anstatt der 6fachen Umfallung eine Behandlung mit 
heifem Alkohol im Warmeschrank vorzunehmen. Dabei wurde ein Jecorin 
von derselben Zusammensetzung erhalten: N = 2,08°/o, P = 3,87°%o. 

Kj}eldahl-Bestimmung: 

1. 0,7074 g Substanz verbrauchen 10,45 ccm ®/10-H,SO, — 2,07°/0 N. 
2, 0,256 » > » 3,8 >» > — 2.08°o » 
Phosphorbestimmung nach Neumann: 

1. 0,206 g Substanz verbrauchen 14,5 ccm 4/2-NaHO — 3,89°/o P. 

2. 0,246 « > > 17,2 » . — 3,87°%o » 
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mittels Extraktion des alkoholischen Abdampfungsriickstandes 
durch heifen Ather erhalten werden, einen viel gréferen P-Gehalt 
aufweisen als Drechselsche Jecorine aus kaltem Atherextrakte. 
In meiner Arbeit «Uber Jecorine und Lecithine der Hundeleber> ') 
wurde bei einer und derselben Hundeleber die eine Halfte in der 
Kialte extrahiert, die andere durch Kochen mit 85°/oigem Alkohol 
unter RiickfluB. Die erhaltenen gereinigten Drechselschen 
Jecorine wiesen folgende N- und P-Zahlen 


Heil’ bereitetes Extrakt Kalt bereitetes Extrakt 
N 1,5 2,1 

Pp 3,98 3,05 

N:P 133,30 P:N 1: 1,52 


Aus diesen Zahlen sehen wir, dafi auch bei der Hunde- 
leber Jecorine, die aus heifem Alkoholextrakt der Leber dar- 
gestellt werden, einen gréBeren P-Gehalt aufweisen als Jecorine 
des kalten Alkoholextrakts. 

Eben dieselben Verhiiltnisse finden wir also auch bei 
den kiinstlich dargestellten Produkten der Lecithinglykose. 

Die Fraktion I der Lecithinglykose Nr. 2 léste sich nicht in 
Alkohol auf, sogar beim Kochen nicht (Unterschied vom Aus- 
gangsmaterial Lecithin und Glykose) und war im Wasser nur 
triibe loslich. Die P-Zahl ist hier bedeutend geringer als bei der 
Fraktion I der Lecithinglykose Nr. 1. Der Grund dafiir liegt 
darin, daf} beim Extrahieren unter Erwarmen mehr P-haltige Ver- 
bindungen in die Atherlésung tibergegangen sind. Die Lésung 
(Frakt. II) ist daher reicher an P (als beim ersten Versuch) und 
ebenso alle Fallungen (Frakt. III, V, VII), nicht aber die Mutter- 
losungen (Frakt. IV). Bemerkenswert ist, daB trotz des ange- 
wendeten Uberschusses an Traubenzucker in der Fraktion I! 
ein im Vergleich zum ersten Versuch kleinerer Gehalt an Glykose 
gefunden wird (18,58 °/o). Was die Verminderung der Fettsaéuren 
bei den Umfallungen, Anreicherung an Glykose und N betrifft, 
so finden wir hier dieselben Verhiltnisse wie beim ersten 
Versuche. 

Kine dritte von mir dargestellte Lecithinglykose zweiter 
Fiillung (Fraktion V) wies bei der Analyse folgende Zahlen 





‘) Siehe meine in einem der nachsten Hefte dieser Zeitschrift er- 
scheinende Arbeit. 
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auf: N— 1,84°/o, P — 3,14°/o, Fettsiure 23,38°/o, Glykose 
— 46.75%, PF: NR = 1: 1,26. 

Bemerkenswert ist, daB bei allen 3 von mir dargestellten 
Lecithinglykosen zweiter Fallung (Frakt. V und VII) der Gehalt 
an Glykose ziemlich der gleiche ist ca. 46°/o, der Fettséure- 
gehalt schwankt zwischen 19—25°/o. 

Die von mir dargestellten Lecithinglykosen (2. Umfillung ; 
Mayer hat bekanntlich auch 2 Fallungen vorgenommen) weisen 
andere Werte fiir N, P und Glykose auf, als die Mayersche 
Lecithinglykose. Der Glykosegehalt in die Mayerschen Leci- 
thinglykose ist viel grofer als in der meinigen, das Verhiltnis 
P : N ist in seiner Lecithinglykose gleich 1 : 3,06, statt des Ver- 
haltnisses 1: 1,42; 1 : 1,59, das die meinigen aufweisen. Dieser 
Unterschied ist wahrscheinlich dem Grunde zuzuschreiben, dai 
Mayer mit wasserhaltigem Ather arbeitete, wihrend ich mich 
des reinen, kiiuflichen Athers bediente. In meiner Arbeit «Uber 
das Jecorin usw. der Pferdeleber» habe ich bei der Darstellung 
der rohen Jecorine und Jecorine aus sekundaérem Alkoholextrakt 
bemerkt, dab bei der Anwendung eines Alkohols, der viel Wasser 
enthélt als Extraktionsmittel, Jecorine erhalten werden, die 
mehr Glykose enthalten als solche, die aus einer wasser- 
iirmeren Alkoholldsung gewonnen werden; auch weisen die 
ersten einen grdferen N-Gehalt auf als die letzten. Rohe 
Jecorine mit hohem N-Gehalt lésen sich viel besser in Wasser 
auf, als Jecorine mit geringem N-Gehalt. Auch hier erblicken 
wir eine Analogie zwischen dem Jecorin und der Lecithinglykose. 
Die Mayersche verhiltnismabig N-reiche Lecithinglykose (P : N 
= 1: 3,60) war auferst hygroskopisch. (Es wire auferdem 
sehr interessant, den Fettsduregehalt der May erschen Lecithin- 
glykose zu untersuchen, da, meiner Meinung nach, der kleinere 
und grdfere Fettséuregehalt ebenfalls die bessere oder schlech- 
tere Loslichkeit in Wasser bedingt). Meine dagegen, die zwar 
auch viel Glykose enthilt (46°/o), jedoch verhaltnismébig N- 
armer ist, ist weniger hygroskopisch und lést sich in Wasser 
erst nach dem Stehen. Auferst hygroskopisch sind die Jecorine, 
die aus sekundérem wasserhaltigem Alkoholextrakt!) dargestellt 


') Diese Zeitschrift, Bd. LVII, S. 453. 
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sind und keiner Reinigung durch Auflésen in Ather und Fallung 
mit Alkohol zugiinglich sind, dieselben weisen einen hohen 
N-Gehalt auf (4,7°/o, 7°%/o). Sehr hygroskopisch ist ferner 
das rohe Jecorin,!) das aus primirem Alkoholextrakt erhalten 
wird: dasselbe enthalt etwas mehr Glykose, als das reine 
Drechselsche Jecorin, und weist einen viel grdferen N-Gehalt 
auf (5, 8, 4,43°/o). Diese erste Fallung des Jecorins ist sirup- 
artig und enthalt viel Wasser in sich, wodurc!: auch der 
grobe N-Gehalt (Anwesenheit der hygroskopischen N-haltigen 
Verbindung, vielleicht Cholin) versténdlich ist. Es ist sehr 
moglich, dafi die erste Jecorinfillung durch die sirupartige 
Substanz verunreinigt ist. Durch mehrfaches Auflésen in Ather 
und Fiillen durch Alkohol wird das Wasser entzogen und 
wir erhalten zum Schlu8B das verhiltnismifig N-iarmere reine 
Drechselsche Jecorin, das nur triibe und erst nach dem Stehen 
in Wasser sich lést. Bei meiner Jecorindarstellungsmethode 
erhilt man, wie oben beschrieben ist, 2 Schichten: die obere, 
iitherische, enthilt die Phosphatide, die untere, wasserige, eine 
im wasserhaltigen Zustande sirupartige Substanz, die von mir in 
der friiheren Arbeit als jecorinartige beschrieben wurde, jedoch, 
wie sich bei naherer Untersuchung herausstellte, nicht den Phos- 
phatiden zugerechnet werden darf, sondern moglicherweise den 
Zersetzungsprodukten der Phosphatide ihren Ursprung verdankt. 
Diese Substanz, die in trockenem Zustand sich zu Pulver zer- 
reiben laibt, weist ebenfalls einen hohen Glykose- (71,83) und ver- 
hiltnismabig sehr hohen Stickstoffgehalt (P : N = 1 : 7,88) auf. 

Lecithinglykose unter Anwendung von Extraktions- und 
Lésungsmitteln, die Wasser enthalten, darzustellen und dieselbe 
niher zu untersuchen, wird das Ziel meiner nachsten Arbeit sein. 

Da die Lecithinglykose zum Unterschied vom Jecorin 
keinen S enthialt, und da es mir gelungen ist, aus primirem 
Atherextrakte der Pferdeleber ein S-haltiges, kein Na enthal- 
tendes Phosphatid auszuscheiden, dem ich den Namen Hepar- 
phosphatid gegeben habe, so glaubte ich durch Zusammenbringen 
des Heparphosphatids mit Glykose eine Art Lecithinglykose 





1) Diese Zeitschrift, Bd. LVII, S. 420. 
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darzustellen, die S-haltig ware. Da das Heparphosphatid in 
Alkohol unléslich ist, so wurde dasselbe in Wasser gelést und 
dazu eine Glykoselésung hinzugefiigt. Die Lésung wurde bis 
zur Sirupkonsistenz eingedampft, das zihe Sirup i in eine Papier- 
hiilse gebracht und im Soxhletapparat mit Ather extrahiert. 
Die gelb gefarbte, atherische Losung wurde durch Alkohol 
gefillt. Weder der Niederschlag noch die Loésung enthielten 
Glykose, der Niederschlag stellte das reine Heparphosphatid 
dar. Beim zweiten Versuch wurde das Heparphosphatid in 
Ather gelést, zur iitherischen Loésung alkoholische Lésung 
von Glykose hinzugefiigt, das Gesamte bis zur Trockne abge- 
dampft und im Soxhletapparat mit Ather extrahiert. Auch 
hierbei ging keine Glykose in das Atherextrakt iiber: der Ather 
enthielt nur das Heparphosphatid. Daraus sehen wir, daf das 
Heparphosphatid abweichend vom Lecithin nicht imstande ist, 
Glykose atherloslich zu machen, oder mit derselben in Ver- 
bindung zu treten. Moglicherweise liegt der Grund dazu in 
dem Umstande, dafi die N-haltige Substanz des Heparphos- 
phatids nicht, wie bei Jecorin das Cholin, sondern hauptsichlich 
eine andere Verbindung darstellt. ') 

Nach diesem Versuche suchte ich Lecithinglykose aus 
dem Lecithin des sekundéren Alkoholextrakts der Pferdeleber, *) 
das 3,91°/o N und 3,39°%/o P (P: N = 1: 2,55) enthielt, darzu- 
stellen. Bei der Anwendung dieses Lecithins (Diamidolecithin) 
erhalt man eine viel groSere Ausbeute an Lecithinglykose wie 
beim Lecithin Agfa. Dabei erhielt man dieselben Fraktionen. 
Die Analysenzahlen der Fraktionen V und VII sind in der Tabelle 
unter der Rubrik IV angefiihrt. 


Fraktion V. Kjeldahl-Bestimmung: 
0,164 g Substanz verbrauchen 3,6 ccm "/10-H,SO, — 3,08°/o N 
Phosphorbestimmung nach Neumann: 
0,09 g Substanz verbrauchen 2,7 ccm /2-NaHO — 1,66°0 P. 
Fraktion VIl. Kjeldahl-Bestimmung: 
0,2522 g Substanz verbrauchen 4,65 cem 4/10-H,SO, — 2,58°/o N. 
Phosphorbestimmung nach Neumann: 
0,1674 g Substanz verbrauchen 7,3 ccm /3-NaHO — 2,41°%o P. 


4) Diese Zeitschrift, Bd. LVII. 
2) Diese Zeitschrift, Bd. LVI, S. 455. 
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Glykosebestimmung : 
0,2082 g Substanz gaben 0,2082 g Cu — 0,1069 g Glykose. 
SchlieBlich sei erwihnt, daf aus der sirupartigen Substanz 
der Pferdeleber auch eine Art «Lecithinglykose» dargestellt 
werden kann. Die Substanz wurde im Soxhletapparat mit 
Alkohol extrahiert. Der in der Hiilse zuriickgebliebene dunkel 
schwarzbraune Riickstand enthielt: N — 3,9°/o, P — 1,24, Gly- 
kose — 38,12 °/o. 
Kjeldahl-Bestimmung: 
0,4462 g Substanz verbrauchen 12,55 ccm ®10-H,SO, — 3,9°/o N. 
Phosphorbestimmung nach Neumann: 
0.4455 g Substanz verbrauchen 9,9 ccm ®/2-NaHO — 1,24°%o P. 
Glykosebestimmung: 
0,2794 g Substanz gaben 0,2095 g Cu — 0,10765 g Glykose — 38,12°). 
Die alkoholische Lésung wurde durch Ather gefiallt; der 
Niederschlag analysiert, er enthielt: N — 3,4°/o, P — 1,22 °/o, 
Glykose 47,33 °/o. 
Kjeldahl-Bestimmung: 
0,107 g Substanz verbrauchen 2,6 ccm /10-H,SO, — 3,4°/o N. 
Phosphorbestimmung nach Neumann: 
0,1205 g Substanz verbrauchen 2,65 ccm 1/2-NaHO — 1,22°%o P. 
Glykosebestimmung : 
0,1519 g Substanz gaben 0,1412 g Cu — 0,0719 g Glykose — 47,33". 
Jedoch wurden von dieser Lecithinglykose nur Spuren erhalten. 


Ergebnisse. 

Fassen wir unsere Beobachtungen iiber Lecithinglykose 
kurz zusammen, so sehen wir folgendes. Bei der Aufl6sung 
des Abdampfungsriickstandes der vereinigten alkoholischen L6- 
sungen des Lecithins und der Glykose in Ather macht nicht 
nur das Lecithin einen Teil der Glykose atherléslich, sondern 
auch der iibrige Teil der Glykose macht seinerseits einen Teil 
des Lecithins (richtiger seine Zersetzungsprodukte) atherunléslich. 
Beim Fiillen der atherischen Loésung durch Alkohol beobachten 
wir im Niederschlag (Lecithinglykose 1. Fallung), im Vergleich 
zum N- und P-Gehalt der atherischen Lésung, eine Anreicherung 
an P und N und eine Verminderung des Gehaltes an Fettsauren: 
auBerdem findet im Niederschlage eine bedeutende Anreicherung 
an Glykose statt. Im 4theralkoholischen Filtrat finden wir 
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nach der Ausfiallung die umgekehrten Verhiltnisse, d. h. Ver- 
minderung des Gehaltes an N, P und Glykose. Beim Auflésen 
der ersten Lecithinglykose in Ather bleibt ein gewisser Teil 
ungelést. Die Atherlisung wird durch Alkohol gefiillt. Diese 
Lecithinglykose 2. Fallung weist eine weitere Anreicherung an 
N und P und besonders Glykose auf; der Fettsiiuregehalt wird 
noch kleiner. Im iitheralkoholischen Filtrat finden wir wiederum 
die umgekehrten Verhaltnisse. Der dtherunldsliche Anteil der 
Lecithinglykose 1. Fiillung lost sich beim Erwiarmen in Alkohol 
auf und gibt auf Zusatz von Ather eine Fallung. Der erhaltene 
Niederschlag hat eine ahnliche Zusammensetzung wie die ather- 
losliche Lecithinglykose 2. Fallung. 

Betrachten wir die Analysenzahlen der Lecithinglykose 
2. Fillung, so sehen wir, dafi ungeachtet, daB dieselbe ca. 46°/o 
Glykose enthalt, ihr P-Gehalt in Prozenten fast derselbe ist, wie 
der P-Gehalt im reinen Lecithin «Agfa», der N-Gehalt sogar 
erofer ist. Daraus kénnen wir schlieBen, daf die Lecithin- 
glykose nicht als ein Gemisch oder sogenannte feste Lésung 
der Glykose mit Lecithin angesehen sein darf, sondern viel- 
mehr als eine Verbindung (oder nur Gemisch) der 
Glykose mit den Zersetzungsprodukten (eventuell Be- 
standteilen) des Lecithins. 

Dabei wird die Zusammensetzung der Lecithinglykosen 
durch die Art des Extrahierens (Erwarmen beim Auflésen des 
Abdampfungsriickstandes in Ather) und die Natur der Lésungs- 
mittel (Anwesenheit des Wassers usw.) bedingt. Wir sahen, daB, 
falls die Extraktion des alkoholischen Abdampfungsriickstandes 
mit heiBem Ather vorgenommen wurde, Lecithinglykosen er- 
halten wurden, die einen groéferen P-Gehalt aufwiesen, als 
die Lecithinglykosen des kaltbereiteten Atherextraktes. Bei 
Anwendung von wasserhaltigem Ather, wie es Mayer tat 
(dabei wurde keine Fraktion I erhalten), erhalt man eine Lecithin- 
glykose von ganz anderer Zusammensetzung, mit grdBerem, 
Glykosengehalt und kleinerem P-Gehalt, als die meinige, und 
eine gréBere Ausbeute derselben. Man kann daraus schlieBen, 
daf die Lecithinglykose nicht als eine konstante, ganz 
bestimmte Verbindung angesehen sein darf, vielmehr 
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erhilt man, wie es auch Mayer behauptet, verschiedene 
«Lecithinglykosen» in Abhiéingigkeit von der Art und 
Weise ihrer Darstellungen, Natur der angewandten 
Losungsmittel, Temperatur, Extraktionsdauer usw. 

Wenn wir uns noch dazu erinnern, daf bei der Fillung 
der Atherlésung durch Alkohol jedesmal im Niederschlag eine 
Anreicherung an P und besonders N und Glykose und Ver- 
minderung des Fettsiuregehaltes zu konstatieren ist, so macht 
das Ganze den Eindruck, daf das Lecithin eine so schwache 
Verbindung der Bestandteile (Fettsauren, Cholin und Glycerin- 
phosphorsiéure) darstellt, dafi schon ein einfaches Beimengen 
der Glykose unter Abdampfen der Alkoholl6sungen und nach- 
folgendes Auflésen in Ather geniigend ist, um die Bindung 
(vollkommen oder nur teilweise, das ist noch fraglich) aufzu- 
lockern. Diese Zersetzungsprodukte des Lecithins geben nun 
zusammen mit der Glykose verschiedene «Lecithinglykosen» in 
Abhangigkeit von der Natur der Lésungsmittel und Art des 
Extrahierens. Die Beschaffenheit der Lecithinglykosen und den 
Umstand, dafi bei der Lecithinglykosefallung im Niederschlag 
eine Anreicherung an Glykose und N-haltiger Substanz (eventuell 
Cholin) und Verkleinerung des Fettséuregehaltes vor sich geht, 
kénnte man durch die verschiedene Loslichkeit der Zersetzungs- 
produkte: Fettsauren, Cholin und Glycerinphosphorsaure und der 
Glykose in Ather, Alkohol und Wasser erklaren. Die Fettsduren 
lésen sich bekanntlich sehr gut im Gemenge von Ather und 
Alkohol und sind in Wasser nicht léslich, und daher bleibt ein 
gewisser Teil der Fettsiuren beim Ausfallen in der Lésung, 
aus diesem Grunde erfolgt die Verkleinerung des Fettséure- 
gehaltes im Niederschlage. Die sehr hygroskopische N-haltige 
Verbindung (eventuell das Cholin), die in Ather unldslich, in 
Alkohol weniger, als in Wasser, léslich ist, fallt aus der ather- 
alkoholischen Lésung aus und bewirkt eine Anreicherung des 
Niederschlags an Stickstoff. Auf eben dieselbe Weise lieB sich 
auch die Anreicherung des Niederschlages an Glykose erklaren. 
Jedoch sind noch weitere Versuche anzustellen, um _ sichere 
Schliisse iiber den Mechanismus der Lecithinglykosefallung zu 
ziehen. 
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Vergleichen wir nun die Lecithinglykose mit dem Drechsel- 
schen Jecorin der Pferdeleber, so finden wir folgendes Gemein- 
sames. Beide sind im Wasser léslich, jedoch wie das Drechsel- 
Jecorin, so auch die Lecithinglykose 2. Umfiillung, nur triibe 
und erst nach einigem Stehen, unter Aufquellen. Das Jecorin 
weist ebenfalls einen im Vergleich zum Lecithin kleineren 
Fettsiuregehalt und eine Anreicherung an N auf. Bei der Dar- 
stellung des Jecorins bemerken wir, daf das rohe Jecorin 
(I. Fallung) ebenso wie die Lecithinglykose, nicht vollstindig 
im Ather sich lésen lat. Das dtherunlésliche Jecorin wird 
ebenso, wie es bei der Lecithinglykose der Fall ist, in Alkohol 
gelést und die Lisung wird durch Ather gefiillt. Wird die 
Extraktion des Jecorins aus getrockneter Leber mit siedendem 
Alkohol, oder sogar die Auflésung des Abdampfungsriickstandes 
des kalten Extraktes mit Atherdiimpfen (Soxhlet) vorgenommen, 
so erhalten wir, ahnlich wie bei der Lecithinglykose, ein 
Jecorin, das mehr P aufweist, als das Jecorin des kalten Ex- 
traktes. Das rohe Jecorin (1. Fallung), das unter Anwesenheit 
von Wasser erhalten wird, ist, wie die Mayersche Lecithingly- 
kose, 4uferst hygroskopisch, lost sich klar in Wasser und weist 
einen verhaltnismabig gréBeren N-Gehalt auf (P: N =1:3,36, 
= 1:5,3) ahnlich wie bei der Mayerschen Lecithinglykose. 

Es ist daher sehr moéglich, daB auf eine ihnliche Weise, 
wie die Lecithinglykose aus den Zersetzungsprodukten des 
Lecithins entsteht, auch das Jecorin seinen Ursprung den Zer- 
setzungsprodukten des Lecithins (oder anderer Phosphatide) 
verdankt. Jedoch kann das eine als festgestellt gelten, daf 
man nach mehreren Umfallungen der Atherlésung durch Alkohol 
aus dem rohen Jecorin (oder durch Behandeln des rohen Jecorins 
mit heifem Alkohol) eine wenigstens in bezug auf den P- und 
N-Gehalt ziemlich konstante und feste Verbindung das Drechsel- 
schen Jecorins erhilt. 
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Untersuchungen iiber die Gallen einiger Polartiere. 
III. Mitteilung. 
Uber die Galle des Wallrosses. ') 


Von 
Olof Hammarsten. 


Der Redaktion zugegangen am 2, August 1909.) 


Beziiglich des Aufsammelns und der Vorbehandlung der 
Galle kann ich auf meine friiheren Aufsatze, namentlich auf 
S. 436 Bd. XXXII dieser Zeitschrift hinweisen. Die von 
«Gallenschleim» und anderer Fillung durch Filtration ge- 
trennte alkoholische Lésung hatte in den 4 zur Untersuchung 
erhaltenen Gallenportionen immer eine je nach der Konzen- 
tration gelbe oder gelbbraune Farbe. Bilirubin kam nur in 
geringer, ein urobilinéhnlicher Farbstoff dagegen in gr6Berer 
Menge vor. In einer Portion konnte ich tiberhaupt kein Bili- 
rubin oder einen anderen die Gmelinsche Reaktion gebenden 
Farbstoff nachweisen. Diese Portion enthielt dagegen, wie die 
anderen, einen Farbstoff, welcher mit ZnCl, prachtvolle griine 
Fluorescenz gab und ein schdnes Urobilinspektrum zeigte. 
Wahrscheinlich war das Bilirubin, wie in anderen Fallen beim 
Aufbewahren der Galle unter Alkohol, veréindert worden. 

Die Vorpriifung der schleimfreien Galle zeigte, daB sie 
zu den taurocholsdurereichen Gallen gehérte. Ihre Lésung in 
Wasser wurde nimlich von verdiinnter Saure nicht gefallt. 





‘) Diese Untersuchungen habe ich wegen Mangels an Material 
leider nicht zum erwiinschten Abschlu8 bringen kénnen, Seit mehreren 
Jahren habe ich naimlich vergebliche Versuche gemacht, mir eine neue, zur 
Kontrolle einiger Befunde und zum Abschlufi der Arbeit nétige Portion 
Galle zu verschaffen, und wahrscheinlich werde ich nie imstande sein, 
diese Untersuchungen abzuschlieBen. Da aber die gewonnenen Resultate 
in gewissen Hinsichten nicht ohne Interesse sind, habe ich nach vielem 
Zoégern mich dazu entschlossen, dieselben trotz ihrer liickenhaften Be- 
schaffenheit zu verd6ffentlichen. 
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Bleizuckerlésung rief ebenfalls keine Fallung hervor; erst nach 
24 Stunden hatte ein sehr unbedeutender, flockiger Nieder- 
schlag sich abgesetzt. Von Kupfersulfat, Alaun, Chlorcalcium 
oder Chlorbaryum, Zinkchlorid, Quecksilberchlorid oder Silber- 
nitrat wurde die Losung ebenfalls nicht gefallt. Eisenchlorid 
erzeugte eine flockige, bald zu Boden sinkende und stark 
sich zusammenziehende Fallung, die aber offenbar nur einen 
kleinen Bruchteil der Gallenmenge repriésentierte. Bleiessig 
gab einen reichlichen, sehr volumindsen Niederschlag, und in 
dem Filtrate hiervon erzeugte Ammoniak eine neue Fiillung. 
Das hiervon getrennte Filtrat war wie gewohnlich nicht frei 
von Gallensiuren, enthielt aber solche in so kleiner Menge, 
daB offenbar fast die ganze Menge der Gallensiuren durch 
Bleiessig, bzw. ammoniakalischen Bleiessig ausgefallt werden 
konnte. Das durch diese qualitativen Versuche wahrschein- 
lich gemachte Vorherrschen der Taurocholate wurde auch 
durch die quantitativen Analysen bestitigt. 


Quantitative Zusammensetzung der Wallrofgalle. 


Um zu diesen Bestimmungen nicht eine zu grolbe Menge 
des schwerzugiénglichen Materials zu verbrauchen, bestimmte 
ich nur die Menge gewisser Hauptbestandteile, namlich der 
Taurocholate, der Glykocholate mit den Seifen und der Phos- 
phatide, und zwar immer in den in absolutem Alkohol loés- 
lichen Stoffen. Es wurden hierbei die Mengen der durch 
Ather fallbaren und der in Alkohol-Ather ldslichen Stoffe ge- 
sondert bestimmt. In der einen der hier unten mitgeteilten 
Analysen, Nr. 1, war die Menge der in Arbeit genommenen 
Galle so klein, dai die, tibrigens nur in geringer Menge vor- 
kommenden, nicht atherfallbaren Stoffe (6,06 °/o) nicht naher 
untersucht werden konnten. In der Analyse 2, wo ich eine 
etwas grofere Menge in Arbeit nehmen konnte, wurden auch 
diese Stoffe untersucht. 

Die Menge der Taurocholate wurde aus dem Schwefel- 
gehalt berechnet, nachdem ich gefunden hatte, daB die 
WallroBgalle keine Atherschwefelsiure, wenigstens keine be- 
stimmbaren Mengen von solcher, enthalt. Die Taurocholséuren 
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der WallroBgalle sind allerdings, wie spiter gezeigt werden 
soll, der Hauptsache nach anderer Art als die gewohnliche 
Taurocholséure; der Unterschied in dem Schwefelgehalte ist 
jedoch so klein, daB man ohne nennenswerten Fehler aus der 
gefundenen Schwefelmenge die Sauren als gewOhnliches Natrium- 
taurocholat, mit einem Gehalte von 5,96°/o S und 2,61 °%/o 
Stickstoff berechnen kann. 

Die Menge des Lecithins wurde aus dem gefundenen Phos- 
phorgehalt berechnet. Hierbei ist zu bemerken, daB die Phos- 
phatide der Wallrofgalle, wie unten weiter erwahnt werden 
soll, nicht aus Lecithin oder Monoamidophosphatiden allein, 
sondern vielmehr aus einem Gemenge von Mono- mit Di- oder 
Triamidophosphatiden bestehen. Da weder die Art noch das 
relative Mengenverhiltnis dieser Phosphatide bekannt ist, 
kann natiirlich die berechnete Lecithinmenge nicht richtig sein. 
Auf der anderen Seite hat man aber gegenwirtig keine Moglich- 
keit, die Menge der Phosphatide genau zu bestimmen; und 
da man gewohnlichenfalls die Phosphatide als Lecithin be- 
rechnet, wird hierdurch ein Vergleich mit anderen Gallen 
jedenfalls erméglicht. 

Von der Anwesenheit von Glykocholséure in den analy- 
sierten Gallen habe ich mich in der unten anzugebenden Weise 
iiberzeugen kénnen. Eine quantitative Bestimmung derselben 
wire jedoch ohne Aufopferung von zu grofen Mengen 
Materials nicht méglich gewesen, und aus dem Grunde habe 
ich sie zusammen mit den Seifen und dem Farbstoffe als 
Differenz zwischen der Gesamtmenge der festen Stoffe und 
den Mengen der gesondert bestimmten Stoffe berechnet. Im 
iibrigen kann ich beziiglich des Verfahrens auf meine Auf- 
sitze iiber die Gallen des Eisbiéren und des Moschusochsen 
hinweisen. Die hier unten mitgeteilten Analysen beziehen sich 
auf 2 verschiedene Sendungen von Galle, welche Mischgalle 
von 2 oder (im 2. Falle) mehreren Individuen war. 

Galle Nr. 1. 
Von den in absolutem Alkohol léslichen Stoffen waren: 
Durch Ather fallbar. . . . 93,94 %Jo 
nicht fallbar . 6,06 °/o. 
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Die durch Ather nicht fallbaren Stoffe, welche ihrer 
kleinen Menge wegen nicht analysiert werden konnten, waren 
in Aether allein ohne Riickstand klar léslich. Sie enthielten 
Phosphor, aber kaum mehr als Spuren von Schwefel. 

Die durch Ather fillbaren Stoffe enthielten 5,15 °/o 
Schwefel und 0,241 °/o Phosphor, und hieraus kann man mit 
den obengenannten Zahlen berechnen: 

Taurocholate. . .. . . . 86,40°/o 
Phosphatide (als Lecithin) . 6,12 °/o 
Glykocholate + Seifen ete. . 7,48 °/o 


Galle Nr. 2. 


Von den in absolutem Alkohol léslichen Stoffen waren: 

Durch Ather fallbar. . . . 92,26 °/o 

” ,, nicht fallbar . 7,74 °/o. 
Die durch Ather gefillten enthielten 4,48 °/o Schwefel 

und 0,174°/o Phosphor und hieraus wurde berechnet: 

Taurocholate. . ... . . 83,56 %o 

Phosphatide (als Lecithin) . 4,38 °/o 

Glykocholate + Seifen ete. . 12,06 °/o 
In diesem Falle, wo ich tiber eine etwas griéBere Menge 
Galle verfiigte, konnte auch die durch Ather nicht fallbare 
Fraktion, welche iibrigens auch in Ather allein vollstindig 
klar loslich war, auf einen Gehalt an Schwefel und Phosphor 
gepriift werden. Von Schwefel kamen nur Spuren vor und 
der Gehalt an Phosphor war 0,62°/o. Dies entspricht einem 
Gehalte von 15,79 °/) Phosphatiden (als Lecithin berechnet) in 
den durch Ather nicht fillbaren, iitherléslichen Stoffen. Die 
letzteren enthielten, wie die Untersuchung einer gréBeren 
Portion zeigte, auSerdem auch Neutralfett und Cholesterin, 
deren Menge nebst etwas Farbstoff 84,21 °/o betrug. Da die 
in Alkohol-Ather léslichen Gallenbestandteile nur 7,74 °/o der 
Gesamtstoffe ausmachten, enthielten diese 7,74 g insgesamt 
1,22 g Phosphatide, wahrend in den Aathergefiillten 92,26 g 
4,04 g Phosphatide sich vorfanden. Mit Hilfe der obigen 
Zahlen kann man also fiir simtliche, in absolutem Alkohol 

loslichen Stoffe folgende Zusammensetzung berechnen : 
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Taurocholate. . ... . . 77,09 °%o 
Glykocholate und Seifen. . 11,13 °/o 
Phosphatide .. .... . 9,26°%o 
Cholesterin und Fett . . . 6,52 %/o 
Die durch Ather zusammen mit den gallensauren Salzen 
ausgefillten Phosphatide konnten, da das Hauptgewicht auf 
die Untersuchung der Gallensiiuren gelegt wurde, nicht zum 
Gegenstand einer besonderen Untersuchung gemacht werden. 
Finer solchen konnten nur die in dem Alkohol-Ather gelist 
geblieben Phosphatide unterworfen werden, und um _hin- 
reichendes Material zu einer solchen Untersuchung zu erhalten, 
wurden simtliche, bei der Verarbeitung der verschiedenen 
Gallensendungen erhaltenen, in Alkohol-Ather léslichen Stoffe 
vereinigt und zusammen verarbeitet. 
Eine Zusammenstellung der bei der Untersuchung von 
den atherfallbaren Stoffen in den 2 Gallen erhaltenen Werte 


ergibt folgendes: 
Taurocholate Glykocholate und Seifen Phosphatide 


Galle Nr. 1 86,40 Jo 7,48 9/0 6,12 Jo 
, Nr. 2 83,56 Jo 12,06 °/o 4,38 0/5 


Die Galle des Wallrosses gehdrt also zu den taurochol- 
siiurereichen Gallen, und dementsprechend wurde sie, wie 
oben bemerkt, aus mifig verdiinnter Lésung nicht von ver- 
diinnter Siure gefillt. Daneben mufte sie auch Glykochol- 
siiure in wechselnder Menge in den verschiedenen Gallen 
enthalten, was durch die weitere Untersuchung bestatigt wurde. 
Das hauptsiachlichste Interesse der chemischen Untersuchung 
kniipfte sich natirlich an die Frage nach der Natur der 
Gallenséiuren, und darum wurde die eigentliche Arbeit auf 
diese Frage gerichtet. Bevor ich zu den Untersuchungen iiber 
die Gallenséuren iibergehe, will ich jedoch erst ein paar 
anderer Beobachtungen Erwéhnung tun. 


Die Phosphatide der Wallrofgalle. 


In der Eisbirengalle hatte ich das Vorkommen einer 
jecorinahnlichen, reduzierenden Substanz nachgewiesen und 
ihnliches fand ich auch fiir die WallroBgalle. 
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Aus der ziemlich konzentrierten, alkoholischen LOsung 
der Galle hatte sich nach einiger Zeit auf den Boden und 
auf die Wand des Gefiifes eine gelbgraue Fillung abgesetzt. 
Dieser, aus den verschiedenen Gallenportionen gesammelte 
Niederschlag wurde in moglichst wenig warmem Wasser ge- 
lost. Nach einiger Zeit schieden sich aus der kalten Lésung 
klare, farblose Krystalle ab, die aus Natriumsulfat bestanden, 
welches Salz also allem Anscheine nach in kleiner Menge in 
der Galle praéformiert enthalten war. Die von den Krystallen 
getrennte F'liissigkeit reduzierte direkt die Fehlingsche Lésung. 

Die gefiirbte, reduzierende Lésung wurde mit Salzsiiure ver- 
setzt und die hierbei sich ausscheidende flockige Fiillung wurde 
abfiltriert. Diese Fallung wirkte reduzierend, enthielt S und P 
und léste sich in Alkohol. Die alkoholische Lésung wurde 
von CdCle gefallt und die mit Salzsiure gefiillte Substanz ver- 
hielt sich also wie die entsprechende Substanz aus Eisbiren- 
galle. 

Das salzsaurehaltige Filtrat, welches ebenfalls reduzierend 
wirkte, wurde neutralisiert und mit Bleizucker gefallt, worauf 
das neue Filtrat mit Bleiessig gefallt wurde. Der Bleizucker- 
niederschlag enthielt verhiiltnismifig viel, der Bleiessignieder- 
schlag nur wenig und das Filtrat hiervon keine reduzierende 
Substanz. Die beiden Bleifallungen wurden je fiir sich in 
Wasser aufgeschlemmt und mit Schwefelwasserstoff zersetzt. 
Aus den Filtraten wurde der Schwefelwasserstoff mit einem 
Luftstrome verjagt und dann bei Zimmertemperatur im Vacuum 
eingetrocknet. Der Riickstand léste sich in beiden Fallen zum 
grOften Teil in Alkohol unter Hinterlassung eines bréunlichen, 
kaum merkbar reduzierenden Riickstandes. Die beiden alko- 
holischen Lésungen wurden vereinigt, bei Zimmertemperatur 
eingetrocknet, der Riickstand in absolutem Alkohol aufge- 
nommen und mit Ather gefallt. Die Fillung war flockig, re- 
duzierte aber nicht. Die Alkohol-Ather-Lésung wurde zur frei- 
willigen Verdunstung hingestellt. Der amorphe, blaBgelbliche 
Riickstand reduzierte stark. Er enthielt N, S und P. 

Die kleine, iibrig gebliebene Menge gestattete keine ein- 
gehendere Untersuchung. Die neutralisierte Lésung in Wasser 
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war giérungsunfahig, hatte keinen siiZen, sondern eher einen 
schwach bitterlichen Geschmack. Es konnte kein Osazon dar- 
gestellt werden und die Proben mit Phloroglucin und Orcin 
fielen negativ aus. Die Lésung der jekorinéhnlichen Substanz 
enthielt also, wie es scheint, weder giarenden Zucker noch 
Pentose oder Glukuronsaure. 

Zur Untersuchung der itherldslichen Bestandteile der 
WallroBgalle wurde die Liésung dieser Stoffe in Ather bei 40° 
eingetrocknet, der Riickstand in mdglichst wenig absolutem 
Alkohol gelést und mit Ather versetzt. Hierbei entstand eine 
sehr unbedeutende Triibung (aus Gallensalzen), die abfiltriert 
wurde. Bei Wiederholung dieses Verfahrens konnten keine 
itherfallbaren Stoffe nachgewiesen werden und die einge- 
trocknete Masse war in Ather vollstiindig und klar léslich. 
Diese Atherlésung wurde nun mit Aceton gefiallt. Die Fillung 
wurde abfiltriert, das Filtrat bei 40° eingetrocknet, der Riick- 
stand in wenig Ather geliést und von neuem mit Aceton ver- 
setzt. Hierbei entstand eine geringfiigige Fiallung, und das 
neue Filtrat, wie das vorige behandelt, gab einen in Ather 
léslichen Riickstand. Diese Atherlésung wurde nicht im ge- 
ringsten von Aceton getriibt. 

Die itherldslichen, von Aceton nicht fallbaren Stoffe 
wurden mit alkoholischer Kalilauge verseift. Es konnte ziem- 
lich viel Cholesterin und ein Gemenge von Fettséuren, darunter 
Olsiure, nachgewiesen werden. AuBer der Olsiiure konnte 
ich aber keine andere, ungesittigte Fettsaure nachweisen. 

Die durch Aceton geféllten Stoffe wurden in Alkohol 
gelist, und da ich auf Grund friiherer Erfahrungen die An- 
wesenheit von Gallenséiuren neben den Phosphatiden hier an- 
zunehmen hatte — um so mehr als die acetongefallten Stoffe 
einen stark bitteren Geschmack hatten —, fallte ich die alko- 
holische Lésung mit alkoholischer Lésung von CdCl,, welches 
die Phosphatide, nicht aber die gallensauren Salze aus alko- 
holischer Lésung fillt. Das von der Cadmiumfallung getrennte 
Filtrat wurde mit Wasser verdiinnt und nach Zusatz von Na,CO, 
zur Trockne verdunstet. Durch Extraktion mit Alkohol konnte 
ich eine Lésung von Gallensalzen erhalten, die nach Ver- 
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dunstung des Alkohols untersucht wurden. Auf Grund der 
ausgefiihrten Reaktionen, des Verhaltens zu verdiinnter Saure 
und verschiedenen Metallsalzen schien das gallensaure Salz 
wesentlich Glykocholat zu sein. Es wurde nicht niher unter- 
sucht; sein Vorkommen in der Atherlésung zeigt aber, daf 
die sonst in Ather unldslichen gallensauren Salze dank der 
gleichzeitigen Gegenwart von Phosphatiden hier zum Teil in 
Ather lislich waren. 

Die obengenannte Cadmiumfallung wurde durch Auflésung 
in Chloroform und Fillung mit Alkohol gereinigt. Sie stellte 
ein blaBgelbes Pulver dar, welches nach vollstandigem Trocknen 
im Exsikkator (im Dunkeln) das Trocknen bei 102—103° C. ohne 
Gewichtsverlust und ohne sichtbare Verinderung ertrug. Die 
so getrocknete Substanz wurde zur Bestimmung des Stickstoffs 
(nach Kjeldahl) und des Phosphors (Verbrennung mit Natrium- 
hydroxyd und Salpeter) benutzt. 

Es wurden gefunden 2,012 resp. 2,06 oder als Mittel 
2,04 °/o N und 2,65 °%Jo P. 

Die Relation P: N—1:1 erfordert auf 2,65 °/o P rund 
1.2 °%o N. Statt dessen wurde gefunden 2,04 °/o N, was dem 
Verhaltnisse P : N= 1:2, welches allerdings 2,39 statt 2,04°/o 
verlangt, besser entspricht. Da das Untersuchungsmaterial 
verbraucht war, konnten keine weiteren Bestimmungen aus- 
gefiihrt werden. Die gefundenen Zahlen zeigen aber jeden- 
falls, daB die Wallrofgalle ebenso wie die des Eisbiren nicht 
Lecithin (wenn solches in ihr vorkommt) allein enthalt. Neben 
Monoamidophosphatid miissen allem Anscheine nach auch Di- 
oder Triamidophosphatide in ihr vorkommen. 

Das Hauptinteresse der chemischen Untersuchung dieser 
Galle kniipfte sich indessen an die Frage nach der Natur der 
in ihr vorkommenden Gallensiuren. Daf die Hauptmasse der- 
selben aus Taurocholsaure bestand, hatten die oben mitgeteilten 
Analysen ergeben, daneben mufite man aber auch das Vor- 
kommen von Glykocholat in ihr annehmen. Es war deshalb 
von Interesse, wenn mdglich die gepaarten Gallensiuren zu 
isolieren, und zwar um so mehr, als die Trennung verschiedener 
Cholalsiuren aus einem Gemenge von solchen mit bedeutenden 
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Schwierigkeiten, namentlich wenn nur kleine Mengen Materials 
zur Verfiigung stehen, verkniipft sein kann. 
Fraktionierte Trennung der gepaarten Gallensauren. 

Bei den Versuchen, die gepaarten Saéuren zu _isolieren, 
stieB ich recht bald auf eine verhéltnismiéfig schwerlosliche 
Taurocholsiiure, welche durch Siéurezusatz ausgefallt werden 
konnte und welche ein von dem sonst iiblichen wesentlich 
abweichendes Verfahren bei der Verarbeitung der Galle not- 
wendig machte. Nach vielen vorbereitenden, zum Teil ver- 
fehlten Versuchen erwies sich folgendes Verfahren als das 
zweckmiibigste. 

Die aus alkoholischer Lésung mit Ather gefiillten gallen- 
sauren Salze wurden in Wasser gelést und diese Losung mit 
einer 5°/oigen Losung von Eisenchlorid gefallt. Hierbei ent- 
stand ein flockiger Niederschlag, welcher reichlich Farbstoff 
enthielt und braunschwarz oder fast schwarz war. Das durch 
Eisenchlorid nicht mehr fallbare Filtrat reagierte sauer, und 
als die saure Reaktion mit Na,CO,-Losung beinahe vollstandig 
abgestumpft worden war, schied sich eine neue Eisenfallung 
aus, welche mit der vorigen vereinigt wurde. Die Kisen- 
fiillungen, welche reichlich Farbstoff, Glykocholat, etwas Tauro- 
cholat und Seifen enthielten, wurden als Fraktion 1 bezeichnet. 

Das von der obengenannten zweiten Eisenfallung ge- 
trennte, nur gelblich gefarbte Filtrat wurde mit Na,CO, schwach 
alkalisch gemacht, auf dem Wasserbade etwas konzentriert, 
durch Filtration von dem ausgeschiedenen Eisenhydroxyd ge- 
trennt, eingetrocknet und durch Alkoholbehandlung und Fil- 
tration von NaCl und Na,CO, befreit. Das alkoholische Filtrat 
wurde zur Trockne verdunstet und der Riickstand in so viel 
Wasser gelést, daB eine Losung von 10—15°/o gallensaurem 
Salz erhalten wurde. Diese Lésung wurde nun mit Salzsaure 
bis zu 3—5°%/o versetzt und stehen gelassen. Nach einiger 
Zeit schieden sich kleine Krystalle aus, und nach 24-stiindigem 
Stehen an einem kiihlen Orte war alles in einen Krystallbrei 
von Taurocholséiure verwandelt worden. Nach 48 Stunden 
wurde abgesaugt, ausgepreBt und wie unten angegeben weiter 


gereinigt. 
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Das von der Krystallmasse abgesaugte Filtrat wurde erst 
mit Natronlauge grObtenteils neutralisiert und dann mit Soda 
bis zu sehr schwach alkalischer Reaktion versetzt. Nun wurde 
auf dem Wasserbade eingetrocknet, der Riickstand mit Alkohol 
erschépft und das alkoholische Filtrat zur Trockne verdunstet. 
Von dem Riickstande wurde eine 15°/oige LoOsung in Wasser 
bereitet und mit 3°o HCl versetzt. Nach Impfung mit 
ein wenig von der obengenannten krystallisierten Taurocholséure 
wurde eine neue Krystallisation erhalten, die abgesaugt wurde. 
Das Filtrat wurde wie oben neutralisiert und verarbeitet, und 
dieses Verfahren wiederholt, bis in einer Lisung mit 20°/o 
festen Stoffen nach Zusatz von Salzsiure und Impfung keine 
Krystalle mehr erhalten wurden. Siamtliche Krystallisationen 
wurden vereinigt. Sie bestanden aus der schwerldslichen 
Taurocholséure und wurden als Fraktion 2 bezeichnet. 

Das von der letzten Krystallisation erhaltene, nicht mehr 
krystallisierende Filtrat enthielt noch einen Rest der mit Eisen- 
chlorid fallbaren Siuren, welche aus dem neutralisierten Fil- 
trate mit Eisenchlorid ausgefillt und mit der Fraktion 1 ver- 
einigt wurden. Das von den Eisenfillungen getrennte Filtrat 
wurde mit Sodalésung schwach alkalisch gemacht, konzentriert, 
von ausgefalltem Eisenhydroxyd durch Filtration befreit und 
eingetrocknet. Der Riickstand wurde mit Alkohol behandelt, 
das neue Filtrat eingetrocknet und der Riickstand in Wasser 
geldst. Diese Lésung wurde mit NaCl gesattigt und hierbei schied 
sich ein zweites Taurocholat als eine dlige oder dickfliissige 
Masse aus, die am Boden des GefaBes als eine blabgelbe, 
honigihnliche Schicht sich absetzte. Die gesittigte NaCl-L6- 
sung konnte leicht von dem Bodensatze abgegossen werden. 
Die Bodenschicht wurde erst durch Behandlung mit gesattigter 
NaCl-Lésung von eingeschlossener Fltissigkeit méglichst be- 
freit, dann in Wasser gelést und noch einmal mit Chlornatrium 
ausgefallt. Zuletzt wurde die gefiillte Masse durch wieder- 
holte Alkoholbehandlung und Eintrocknen von NaCl befreit. 
Die zuletzt erhaltene trockene Masse wurde als Fraktion 3 
bezeichnet. 

Die mit NaCl gesiattigten, vereinigten Filtrate wurden 
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durch Alkoholzusatz von einem grofen Teil des NaCl befreit. 
Das Filtrat wurde konzentriert, nach dem Erkalten mit Alkohol 
gefiillt, filtriert und konzentriert und in dieser Weise ver- 
fahren, bis nur so wenig NaCl iibrig war, daB ohne Schwierig- 
keit auf dem Wasserbade_ eingetrocknet werden konnte, 
Der Riickstand wurde in iiblicher Weise durch wiederholte 
Alkoholbehandlung von verunreinigendem NaCl befreit. Das 
zuletzt gewonnene Produkt wurde als Fraktion 4 bezeichnet. 

Von diesen 4 verschiedenen Fraktionen waren Nr. 2 
und 3 die groften, wahrend von 1 und 4 nur kleine Mengen 
erhalten wurden. Bevor ich zu der Besprechung der zwei 
Hauptfraktionen iibergehe, diirfte es deshalb angemessen sein, 
erst das wenige, was ich von den Fraktionen 1 und 4 zu 
sagen habe, hier mitzuteilen. 

Die Fraktion 1. Die fast schwarze Eisenfallung wurde 
auf dem Wasserbade mit Sodalésung vollstaéndig zerlegt, so 
dafi die entsprechenden Natriumsalze erhalten wurden. Das 
alkoholische Filtrat wurde eingetrocknet und der Riickstand 
mit Alkohol erschépft. Hierbei blieb ein bedeutender Teil der 
Farbstoffe neben dem Alkalicarbonate ungelést zurtick. Das 
neue alkoholische Filtrat wurde eingetrocknet, der Riickstand 
in Wasser geldst und diese Lésung, zur Entfernung etwa 
beigemengter Taurocholate, von neuem mit Eisenchlorid ge- 
fallt. Aus dem Eisenniederschlage wurden in gewodhnlicher 
Weise mit Sodalosung die Alkalisalze gewonnen und gereinigt. 
Die wiisserige L6sung dieser Salze, welche einen intensiv 
bitteren Geschmack hatte, wurde durch Zusatz von ein wenig 
Salzsiiure gefallt, um in dieser Weise die in Wasser schwer- 
oder unléslichen Sauren dieser Fraktion zu gewinnen. 

Diese Ausfillung mit Salzséure geschah bei Gegenwart 
von ziemlich viel Ather unter Umschiitteln, um die Fettsduren 
aus den Seifen zu entfernen. Hierbei trennte sich die Fliissig- 
keit indessen in eine obere, klare, griinlichbraun gefirbte 
Atherschicht und eine untere, ebenfalls klare, kaum gefirbte, 
saure, wiisserige LOsung. 

Die beiden Lésungen wurden im Scheidetrichter von 
einander getrennt und gesondert verarbeitet. 
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Die atherische Losung, welche vollkommen klar filtrierte, 
lieferte bei der spontanen Verdunstung einen recht bedeuten- 
den Riickstand, welcher einen intensiv bitteren Geschmack 
hatte und also zweifellos Gallensiure enthielt. Um dieselbe 
von den Fettséiuren zu trennen, wurde der Riickstand mit 
kaltem Benzol behandelt, welches reichlich Fettsiiuren loste. 
Die letzteren hatten einen schwach bitteren Geschmack und 
enthielten also etwas Gallensiéiure, so wenig jedoch, daB eine 
weitere Verarbeitung auf solche sich nicht lohnte. 

Der in Benzol nicht geléste Rest wurde wiederholt mit 
Benzol behandelt, darauf in Wasser mit Hilfe von etwas Soda 
geldst und die Losung eingetrocknet. Der Riickstand wurde 
mit Alkohol erschdpft, das alkoholische Filtrat mit Tierkohle 
entfirbt, von neuem filtriert und eingetrocknet. Die Lésung 
dieses Salzes in Wasser hatte einen intensiv rein bitteren Ge- 
schmack und nach Zusatz von Ather und Salzsiiure gab sie 
eine Fallung, die nunmehr, nachdem die Fettsiuren und der 
Farbstoff entfernt worden waren, in Ather nicht oder jeden- 
falls nur sehr wenig sich liste. Die Siure war amorph, 
harzig und krystallisierte nicht. Sie war stickstoffhaltig, aber 
schwefelfrei. Ihr Natriumsalz wurde sowohl von verdiinnter 
Salzséure wie von Essigséure gefallt und ihre neutrale Losung 
wurde ferner gefillt von Chlorbaryum, Chlorcalcium, Chlor- 
magnesium, Alaun, Bleizucker, Kupfersulfat und Eisenchlorid. 
Sie verhielt sich also sowohl hinsichtlich des Geschmackes 
wie in sonstiger Hinsicht wie Glykocholeinséiure. Ihre Menge 
war zu klein, um eine mehr eingehende Untersuchung zu 
gestatten; nur so viel JaBt sich sagen, daf hier eine 
Saure von der Glykocholséuregruppe vorlag, eine Saure, die 
nicht gewohnliche Glykocholséure war und die in_ allen 
Beziehungen mit der Glykocholeinséiure aus Rindergalle tiber- 
einstimmte. 

Behufs naherer Untersuchung der obengenannten, unteren 
wasserigen Loésung wurde dieselbe unmittelbar nach ihrer 
Trennung von der oberen Atherschicht filtriert, mit Soda bis 
zu sehr schwach alkalischer Reaktion versetzt und einge- 
trocknet. Der Riickstand wurde wie gewohnlich durch ab- 
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wechselndes Eintrocknen und Auflésen in Alkohol von_beige- 
mengten Salzen befreit. Die Menge des so gewonnenen Salzes 
war bedeutend griBer als des aus der Atherlésung erhaltenen 
Glykocholeinates. Da die Anwesenheit von Seifen auch in 
diesem Falle nicht ganz ausgeschlossen war, lOste ich das 
Salz in mit Salzsiiure versetztem absolutem Alkohol, filtrierte 
von dem ausgefiillten Chlornatrium ab und versetzte das Filtrat 
mit iiberschiissigem Ather wie bei Darstellung von Taurochol- 
siiure nach der von mir angegebenen Methode.!) Es wurde 
eine ziemlich reichliche Fiallung erhalten, welche, von dem 
Alkohol-Ather getrennt, von neuem in das Natriumsalz tiber- 
gefiihrt wurde. Ein Teil wurde zur Bestimmung des Schwefel- 
gehaltes verwendet. 

Der Gehalt an Schwefel war 5,28°/o und das Natrium- 
salz bestand also jedenfalls zum allergroBbten Teil, etwa 90°/o, 
aus Taurocholat. Der intensiv bittere Geschmack des Salzes 
war schon an sich ein Bbeweis daftir, daf es nicht oder jeden- 
falls nicht hauptséchlich um gewohnliches Taurocholat sich 
handeln konnte. Dies wurde auch durch die folgende Unter- 
suchung_ bestiitigt. 

Der iibrig gebliebene Rest des Salzes 1,5 g wurde in 
einem kleinen Glaskolben mit Natronlauge von 8°/o im Papin- 
schen Digestor etwa 18 Stunden gekocht und dann auf Cholal- 
siiture verarbeitet. Nach Ausfallung mit Salzsiiure (wonach 
Taurin im Filtrate nachgewiesen werden konnte) wurde die 
Rohsiiure in das Natriumsalz tbergefiihrt und aus 2°/oiger 
Losung mit BaCl,-Losung versetzt. Hierbei fiel die Haupt- 
masse als Baryumsalz aus, und das Filtrat hiervon gab mit 
Salzséure eine Fiillung, die nur sehr schwach die Mylius- 
sche Jodcholsiiurereaktion gab und die also gewOhnliche Chol- 
siiure nur als eine geringe Verunreinigung enthielt. 

Die als Baryumsalz ausgefallte Cholalsiure wurde in 
das Natriumsalz tbergefiihrt, und aus dieser L6sung, welche 
den bitteren Geschmack der Choleinséure oder Desoxychol- 
siure hatte, wurde die freie Saéure mit Salzséure gefallt, genau 


1) Diese Zeitschrift Bd. XLIII. 
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ausgewaschen und getrocknet. Diese Saure gab keine Spur 
der Myliusschen Jodcholsadurereaktion und konnte also nicht 
gewOhnliche Cholsiure sein. Die Séure léste sich leicht in 
heiBem absolutem Alkohol, nach dem Erkalten schieden sich 
aber keine Krystalle aus. Es wurde nun Ather zugesetzt. 
Es schied sich hierbei ein sehr unbedeutender flockiger 
Niederschlag (offenbar eine Verunreinigung) aus, von dem 
abfiltriert wurde. Die alkoholisch-iatherische Lésung_ blieb 
dann lange Zeit stehen, aber selbst nach Zusatz von mehr 
Ather schieden sich keine Krystalle ab. Die Siiure wurde 
nun in das Alkalisalz tbergefiihrt, von neuem gefillt und ge- 
trocknet. Neue Versuche, dieselbe aus verschiedenen Lisungs- 
mitteln zur Krystallisation zu bringen, mibgliickten jedoch, 
und da die Menge des Materials zuletzt nur eine geringfiigige war, 
konnte die Natur dieser Cholalsiiure nicht sicher festgestellt 
werden. Durch ihre Eigenschaften stand sie aber der Cholein- 
siiure oder Desoxycholséiure nahe und war jedenfalls nicht 
Cholsiiure. 

Die Untersuchung der Fraktion 1 hatte also ergeben, 
daS in ihr auBer Seifen, Glykocholeinsaéure und eine der 
Taurocholeinsiure jedenfalls nahestehende Siiure der Tauro- 
cholsiiuregruppe enthalten war. Daneben enthielt sie nur sehr 
geringfigige Mengen einer gepaarten Siure, welche gewoéhn- 
liche Cholsdure enthielt. 

Die Fraktion 4, von NaCl durch Alkoholbehandlung 
gereinigt, stellte eine weillich gelbe Masse dar, welche mit 
so groBber Begierde Wasser aus der Luft aufnahm, dab sie 
an der Luft allméhlich in eine schmierige Masse tiberging. Sie 
hatte einen verhiéltnismabig wenig bitteren, itiberwiegend siiben 
Geschmack. Da man in dieser letzten Fraktion auSer gallen- 
sauren Salzen auch Seifen und andere Stoffe zu erwarten 
hatte, wurde sie in absolutem Alkohol gelést, mit Siiure ver- 
setzt und nach der Methode zur Darstellung der Taurochol- 
siure mit Ather versetzt. Die freie Siure wurde wieder in das 
Alkalisalz tibergefiihrt und dieses Salz nach dem Trocknen bis 
zu konstantem Gewicht im Exsikkator (welches sehr lange Zeit 
erforderte) zum Teil zu einer Schwefelbestimmung verwendet. 
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Der Gehalt an Schwefel war 5,22°/o und es handelte 
sich also tiberwiegend um Taurocholate. Der Rest wurde 
deshalb durch Sieden mit Natronlauge von 8°/o auf Cholal- 
siiure verarbeitet. Es wurden zwei Cholalsduren erhalten, 
von denen die eine ein in Wasser sehr schwerlosliches, 
die andere ein weniger schwerldsliches Baryumsalz lieferte. 
Das letztgenannte wurde in grié®erer Menge erhalten, und 
aus ihm konnte ohne Schwierigkeit gew6hnliche Cholsiiure, 
welche die Jodreaktion von Mylius und ganz_typische 
Krystalle von dem Schmelzpunkte 195—196° C. gab, dargestellt 
werden. 

Das schwerldsliche Baryumsalz lieferte eine Cholalsaéure 
von denselben Eigenschaften wie die aus der Fraktion 3 ge- 
wonnene B-Phocaecholsiiure (vgl. unten). Diese Fraktion 4 ent- 
hielt also einen Rest von der Taurocholséure der Fraktion : 
und auberdem enthielt sie, und zwar tiberwiegend, gewohn- 
liche Taurocholsiure. Die Menge der letzteren war jedoch, 
im Verhiltnis zu den Mengen der zwei Taurocholsiuren aus 
den Fraktionen 2 und 3, nur eine kleine. Gewdéhnliche Tauro- 
cholsiure kam also nur in untergeordneter Menge in der 
WallroBgalle vor. 

Ich gehe nun zu den Hauptfraktionen 2 und 3 tiber. 

Die Fraktion 2. Die a-Phocaetaurocholsidure 
(Taurooxycholséure ?) und die entsprechende a-Phocaecholal- 
saure. 

Die Fraktion 2 bestand, wie oben erwaéhnt, aus einer 
in Wasser verhiltnismibig schwerléslichen Taurocholsadure, 
welche nach Zusatz von Mineralsiiure zu der passend konzen- 
trierten Lésung der gallensauren Salze auskrystallisiert. 

Die krystallisierte Rohsiure wurde in Wasser mit Hilfe 
von Barytwasser zu schwach alkalischer Reaktion gelést und 
liberschiissiges Baryum mit CO, entfernt. Hierbei schied sich 
etwas Farbstoff ab, so daf die Lésung nur schwach gelblich 
war. Nach Zusatz von Salzsiiure zu dieser Lésung schied 
sich die Séure als eine rein weife, aus feinen Nadeln be- 
stehende Krystallmasse aus, die abgesaugt, mit Wasser aus- 
gewaschen und ausgepreBt wurde und dabei rein weif er- 
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schien.!) Die so gereinigte Siure wurde in mdglichst wenig 
siedendem Wasser geldést, was, wie besondere Versuche ge- 
zeigt hatten, ohne Zersetzung leicht geschah, wenn jedesmal 
nur kleine Mengen rasch in einem Reagenzglase erhitzt wurden. 
Aus der heif filtrierten Losung krystallisierte die Siure schén 
als eine, aus lauter feinen Krystallnadeln bestehende Masse 
aus. In dieser Weise konnte die Saéure wiederholt umkrystal- 
lisiert werden und in derselben Weise wurden auch die aus 
den Filtraten gesammelten Reste der Siiure gereinigt. 

Die so gewonnene Saure, welche bei der Analyse als eine 
Taurocholsiiure sich erwies, betrachtete ich erst als eine fiir 
die WallroBgalle spezifische Saure. Spéater fand ich aber, daB, 
wie es scheint, dieselbe Séure auch bei anderen Phocaceen 
vorkommt und fiir diese Tiergruppe vielleicht charakteristisch 
ist, und aus dem Grunde bezeichne ich sie als eine Phocae- 
taurocholsdure. In der Fraktion 3 der WallroBgalle kommt 
indessen auch eine andere Taurocholséure vor, die ebenfalls 
bei anderen Phocaceen vorkommt und vielleicht auf diese Tier- 
gruppe beschrankt ist und welche demnach ebenfalls als 
Phocaetaurocholsiiure zu bezeichnen ist. Aus dem Grunde habe 
ich diese zwei Séuren und die entsprechenden Cholalsauren 
als a- und B-Séuren bezeichnet. 

Die aus Wasser krystallisierte a-Phocaetaurocholsaure stellt, 
getrocknet, eine reinweife, etwas seidegliinzende Masse dar, 
die beim Zerreiben ein schneeweifes Pulver gibt. Die Krystalle 
bestehen aus feinen Nadeln oder Saéulen, die beim Aus- 
krystallisieren zu Biischeln oder Ballen sich gruppieren. 

Die Saure ist verhiltnismafig schwer l6slich in kaltem 
Wasser. Beim Schiitteln der fein zerriebenen Siure mit Wasser 
von 15—16° C. bis zur Sattigung lésen sich 1,4 Teile Séure 
in 100 Teilen Wasser. LaSt man die Séure aus einer heif 
gesattigten Lo6sung in Wasser krystallisieren, so scheidet sich 


1) Da sowohl in der Mutterlauge wie in dem Waschwasser nicht 
unbedeutende Mengen der Sdure zuriickgeblieben waren, wurden diese 
Fliissigkeiten vereinigt, schwach alkalisch gemacht, passend konzentriert 
und aus ihnen durch Sdurezusatz eine neue Portion Taurocholsiure 
gewonnen, die gereinigt wurde. 

Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. LXI. 
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allerdings die Hauptmasse in 24 Stunden aus, aber es folgen 
dann wiederholt neue spiarliche Krystallisationen, die nach mehr 
als einer Woche noch nicht ganz aufhéren, und in dieser 
Weise konnte also die Léslichkeit nicht bestimmt werden. Zu- 
satz von einer Mineralsiure, z. B. Salzsdure, setzt die Lés- 
lichkeit der Siiture in Wasser sehr bedeutend herab. 

Die a-Taurocholsdure lést sich ziemlich schwer in siedendem 
Methyl- oder Athylalkohol und krystallisiert nur schwer nach 
dem Erkalten der Liésung. Sie ist fast unlédslich oder jeden- 
falls sehr schwerldslich in kaltem Ather, Aceton, Chloroform 
und Benzol. Die alkoholische Lo6sung wurde nicht durch Aceton 
oder Chloroform gefillt. Nach Zusatz von Benzol oder Ather 
zu der alkoholischen Lésung, bis zu beginnender Triibung, 
scheidet sich aber die Séure in kleinen, nadelformigen Kry- 
stallen aus. Die Séure hat einen iiberwiegend sien und 
daneben einen verhiltnismaZig wenig bitteren Geschmack. 

Mit Salzsaéure von 25 °/o bei Zimmertemperatur behandelt, 
erteilt sie allmihlich der Salzsiure eine sehr schdne blaue 
oder blauviolette Farbe. Setzt man dem in Wasser geldsten 
Alkalisalze iiberschiissige Salzsiure hinzu, so fallt die Haupt- 
menge der Séure aus, ein Teil bleibt aber in Lésung und 
gibt allméhlich die obige Farbenreaktion. Durch vorsichtiges 
Erwarmen kann man das Auftreten der Reaktion beschleunigen. 
Die blauviolette Lésung zeigt bei passender Verdiinnung mit 
Salzsiure einen starken Absorptionsstreifen, dessen starkste 
Absorption zwischen D und £, nahe an D, etwa an der Stelle 
des Oxyhimoglobinbandes «a liegt. 

Die Séure bildet Salze, welche, wie die der Taurochol- 
siuren iiberhaupt, in Wasser ldslich sind. Das Natriumsalz 
ist in kaltem Alkohol ziemlich schwerloslich. In heifem Alkoho!l 
lést es sich besser und scheidet sich beim Erkalten der Losung 
in schénen Drusen oder Ballen von Nadeln oder feinen Saéulen 
aus. Es ist wie die Salze der Gallenséuren tiberhaupt unloslich 
in Ather. Die Lésung des Natriumsalzes in Wasser wird nicht 
gefiillt von CaCl,, BaCl,, Fe,Cl,, CuSO«4, AgNO, und Bleizucker. 
Dagegen wird sie von Bleiessig gefallt. Von Neutralsalzen 
wie (NH,),SO, bei Halbsattigung und von NaCl bei Ganz- 
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sittigung wird das Salz gefallt. Na,SO, fallt es bei Siattigung 
bei etwa 30°, beim Erkalten lést sich der Niederschlag wieder. 

Von besonderem Interesse ist die spezifische Drehung des 
Taurocholates (des Natriumsalzes). Wie die anderen Gallen- 
sduren (mit Ausnahme vielleicht fiir eine Hyoglykocholsaure, 
die angeblich keine Drehung zeigen soll), ist die a-Phocaetau- 
rocholséure rechtsdrehend und ihre Drehung ist auffallend stark. 

Die Bestimmungen der Drehung sind immer bei Natrium- 
licht, bei 20° C. mit Hilfe eines Polarimeters mit dreiteiligem 
Gesichtsfeld, welches eine Ablesung bis auf 0,01° gestattete, 
ausgefiihrt worden. Das Natriumsalz war immer in Wasser 
gelést. Es wurden 3 verschiedene Praparate untersucht. Das 
Salz war in den zwei ersten Fallen aus einer 2 mal und in 
dem dritten aus einer 5 mal umkrystallisierten Siiure dargestellt 
worden. Es wurden folgende Werte gefunden: !) 

(a)°9 = + 41,33° (konzentr. 3,98 °/o) 
= + 40,55° (_,, 5,45 9/0) 
= + 41,549 ( ,, 5,44 °/o) 

Des Vergleiches halber teile ich hier drei Bestimmungen an 
gewOhnlichem Taurocholat (ebenfalls Natriumsalz) mit. Alle drei 
Préparate waren aus ganz reiner, nach meinem Verfahren dar- 
gestellter krystallisierter Taurocholsiure bereitetworden. Das 
Praparat 1 rihrte von Rindergalle, die beiden anderen von 
Dorschgalle her. 

(a) 4 = + 23,27° (konzentr. 2,32 °/0) 
+ 23,13° (__,, 3,22 7/0) 
+ 24,149 (,, 5,42 %/0) 

Die a-Taurocholséure aus der Wallrofgalle hat also eine 
hochst bedeutend starkere spezifische Drehung als die gewOhn- 
liche Taurocholsiure, und dies zeigt neben der Schwerléslich- 
keit der ersteren in Wasser, daB die beiden Siuren wesentlich 
verschiedenartig sind. 

Aufer dem Alkalisalze habe ich nur das Kupfer- und 
das Baryumsalz dargestellt. Dieses letztgenannte Salz erhiilt 





1) Hier wie tiberall geschah die Bestimmung in einem 2 dm langen 
Rohre und es wurde das Mittel aus 16—20 Ablesungen in jedem 
Quadranten genommen. 
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man durch Auflésung der freien Saéure in verdiinntem Baryt- 
wasser, Ausfillung des iiberschiissigen Barythydrates mit CO,, 
Filtration und Konzentration des Filtrates. Die zuerst aus- 
krystallisierende, von etwas BaCQ, verunreinigte Portion des 
Salzes wurde abfiltriert und das neue Filtrat konzentriert. Beim 
Erkalten schied sich das Salz in Biischeln von langen feinen Nadeln 
aus, die durch Umkrystallisation aus Wasser gereinigt wurden. 

Die freie Siéure zersetzt sich leicht unter Gelb- oder 
Braunfiirbung schon beim Erhitzen zu gegen 100° C. Im 
Exsikkator kann sie zu konstantem Gewicht getrocknet werden, 
und die folgenden Bestimmungen des Schwefel- und Stickstoff- 
gehaltes wurden an der in dieser Weise getrockneten Saure 
ausgefiihrt. Das Priiparat Nr. 1 war aus alkoholischer Losung 
durch Atherzusatz in Krystallen erhalten worden; das Priparat 
Nr. 2 habe ich 2 mal aus heifem Wasser umkrystallisiert. 
Die Schwefelbestimmungen wurden, wie tberall in dieser Ar- 
beit, nach Schmelzen mit Natronhydrat (aus metallischem 
Natrium) und Salpeter in iiblicher Weise ausgefiihrt. Der 
Stickstoff wurde nach Kjeldahl bestimmt. 

Praparat Nr. 1. Schwefelbestimmung: 0,352 g heferten 
0,1536 g BaSOs = 6,01 %o S. 

Priparat Nr. 2. Schwefelbestimmung: 0,7955 g lieferten 
0,3225 g BaSO, = 5,6 %o S. 
Stickstoffbestimmungen: a) 0,394 g erforderten 6,91 ccm /10-Saure 
= 2.45 °/o N und 
b) 0.3965 g erforderten 6,8 ccm 4/10-Séure = 2,41 °/o N 
— als Mittel 2.43 %o N. 

Die Werte fiir N und S in dem Praparate 2 stimmen sehr 
gut untereinander, denn eine Taurocholsdéure mit 5,6 °/o S ver- 
langt einen Gehalt von 2,45°/o N. Dagegen weicht der 
Schwefelgehalt der aus Wasser krystallisierten Séure, 5,6 °/o, 
erheblich von dem Schwefelgehalte der aus Alkoholather kry- 
stallisierten Saure, 6,01 °/o, ab, was daher riihrt, daB die Saure 
im ersten Falle Krystallwasser enthielt. Beim Trocknen dieser 
Siure bei 90° C. verlor sie néimlich Wasser. 

0,1875 g der Saure verloren 0,013 g Wasser, bei 90 ° C. 
bis zu konstantem Gewicht getrocknet, was einem Gehalte von 
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6,939) entspricht. Zieht man diesen Wert ab und berechnet 
den Gehalt an S auf wasserfreie Siure, so erhaélt man den 
Wert 5,99 °/o S, welcher mit dem fiir die aus Alkoholither 
krystallisierte Saure gefundenen Werte 6,01°o gut tiberein- 
stimmt. 

Von dem Baryumsalze wurden zwei verschiedene Prii- 
parate in oben angegebener Weise aus der 2 mal aus Wasser 
umkrystallisierten Saure dargestellt und 2 mal aus Wasser um- 
krystallisiert. Das Salz wurde erst im Exsikkator, dann bei 
103—104° C. und darauf bei 120° C. bis zu konstantem Ge- 
wicht getrocknet. Es konnte tibrigens, ohne Gewichtsveriinde- 
rung und ohne Anderung der rein weifen Farbe noch starker 
erhitzt werden. Die Kohlen- und Wasserstoffbestimmung ge- 
schah durch Verbrennung mit Bleichromat und _ vorgelegter 
Kupferspirale und Sauerstoffdurchleitung. 

Praparat Nr. 7. Baryumbestimmung: 0,587 g lieferten O,116 g 
BaSO, = 11,62 %o Ba. 
Schwefelbestimmung: 0,501 g lieferten 0,200 g 
BaSO, = 5,489 %o S. 
Stickstoffbestimmungen: a) 0.550 g erforderten 9.5 ccm ®/1o-Saure 
== 2.367 °/o N und 
b) 0,457 g erforderten 7,67 ccm /1o-Séure = 2,35 °/o N. 
Mittel = 2,36 jo N, 

Praparat Nr. 2. Baryumbestimmung: 0,5215 g lieferten 
0,101 g BaSO, = 11,39 %/o Ba. 
Schwefelbestimmung: 0,699 g lieferten 0,258 g BaSOQ, 
== 5,30 % S. 

Kohlen- und Wasserstoffbestimmung: 0,3562 g lieferten 0,236 g H,O 
= 7,36 °}o H und 0,6815 g CO, = 52,18 °/o C. 


Die Analysen der beiden Priparate gaben also folgende 


Werte: 
C H N S Ba 
Nr. 1 — — 2.36 5,49 11,62 
Nr. 2 52,18 7,36 — 5,30 11,39 





Mittel 52,18 7,36 2,36 5,40 11,50. 


Diese Zahlen stimmen am besten mit einem Salze von 
der Formel C,,H,,baNSO,,. 
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Berechnet Gefunden 

C,, = 312 52,14 52,18 

H,, = 44 7,35 7,36 

ba == 68,5 11,43 11,50 

N = 14 2,34 2,36 

S = 32 5,35 5,40 
0, = 
598,5 


Vergleicht man hiermit die fiir die freie Saure gefundenen 
Zahlen, so findet man ebenfalls gute Ubereinstimmung. Geht 
man von der krystallwasserhaltigen Saure aus und berechnet 
die Zusammensetzung fiir eine Taurocholsaéure von der Formel 
C,,H,,NSO,+2H,0, so findet man 


Berechnet Gefunden 
S 5,65 5,60 
N 2,42 2,43 
H,O 6,36 6,93 


Kine krystallwasserfreie Saéure von derselben Formel 
erfordert 6,03 °/o S: gefunden 6,01 °%/o S. 

Das Kupfersalz der Saéure wurde durch Zersetzung des 
in Wasser gelésten Baryumsalzes mit Kupfersulfatlésung dar- 
gestellt. Das Filtrat von dem Baryumsulfate wurde einge- 
trocknet und der Riickstand mit absolutem Alkohol, welcher 
das Kupfersalz leicht lést, behandelt. Aus der alkoholischen 
Loésung wurde das Salz mit Ather gefallt und durch wieder- 
holtes Lésen in Alkohol und Fallen mit Ather wurde es 
gereinigt. Das Salz war amorph, nach dem Trocknen blaulich 
weil}. Beim Reiben wurde es so duferst stark elektrisch, dab 
es auerordentlich schwer handzuhaben war. Nach dem 
Trocknen im Exsikkator und darauf bei 103—104° konnte es 
bei 110° ohne Zersetzung und ohne Gewichtsverlust erhitzt 
werden. Bei gegen 120° erhitzt, anderte es Farbe und be- 
gann sich zu zersetzen. 

Infolge der stark elektrischen Beschaffenheit des Pulvers 
miBgliickte leider die C- und H-Bestimmung bei Beschickung 
des Rohres. Dagegen gelang eine Kupferbestimmung an dem 


bei 110° getrockneten Salze. 
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0,392 g lieferten 0,0275 g CuO = 5,597 oder rund 5,6 °/o Cu. 

Ein Kupfersalz von der Formel (C,,H,,NSO,),Cu verlangt 5,57 °%/o Cu 
gegentiber 5,60 °/o gefundenem. 

Saimtliche Analysen sowohl der freien Saéure wie ihrer 
Salze stimmen also sehr gut mit der Formel C,,H,,NSO, der 
untersuchten Siure. Eine Taurocholséure von dieser Formel 
unterscheidet sich aber, wie man sogleich ersieht, von der 
gewohnlichen Taurocholsdure, C,,.H,,NSO,, nur durch den 
Mehrgehalt von 1 Atom Sauerstoff, und man kénnte also die 
a-Taurocholsaure der Wallrofgalle als eine Taurooxycholsaure 
betrachten. Wenn diese Auffassung richtig wdre, wiirde diese 
Taurocholsdure voraussichtlich als Spaltprodukt eine Oxychol- 
siure von der Formel C,,H,,O, liefern. Diese Voraussetzung 
trifft indessen nicht zu; und meine Untersuchungen tiber die 
entsprechende Cholalsaure ftihrten zu Resultaten, welche das 
Vorkommen einer Oxycholséure in der a-Phocaetaurocholsaéure 
allerdings nicht ausschlieBen, aber gleichzeitig zeigen, dab die 
Verhaltnisse hier viel verwickelter sind, als man zu erwarten 
hiitte. Dies geht aus dem folgenden hervor, und ich will 
deshalb die weitere Diskussion tiber die Natur der a-Taurochol- 
siure bis nach der Besprechung der Eigenschaften und Zu- 
sammensetzung der o-Phocaecholalsiure aufschieben. 

Zur Darstellung der a-Phocaecholalsiure benutzte 
ich immer nur krystallisierte a-Taurocholséure, die unter dem 
Mikroskope vollkommen homogen, aus lauter Krystallnadeln 
ohne amorphe Beimengungen bestehend sich erwies. Die 
Sdure wurde in Wasser unter Zusatz von Natronlauge (bis 
zu 8°/o NaOH) zu einer Lésung, welche zwischen 2 und 3 °/o 
Gallensiure enthielt, gelést und etwa 12 Stunden im Papin- 
schen Digestor in einem besonderen Porzellangefiife gekocht. 
Nach dem Erkalten war die LoOsung zu einer fast kleister- 
ihnlichen Masse erstarrt, die nach Zusatz von Wasser zu 
einer farblosen Fliissigkeit sich léste. Die Hauptmasse des 
Alkalis wurde mit Salzsiure neutralisiert, darauf wurde filtriert 
und mit Salzsiure in kleinem Uberschusse gefiillt. Die Aus- 
fallung geschah unter stetigem Umriihren, welches dann mehr- 
mals wiederholt wurde, weil die késig ausgefillte Saure nur 











476 Olof Hammarsten, 


sehr langsam zu Boden sich setzte und wie schwebend in 
einer dicklichen Fliissigkeit sich hielt. Am folgenden Tage 
bestand der Niederschlag aus weifen Kliimpchen, die mit einer 
gallertartigen Masse gemengt waren. Er wurde auf ein Fil- 
trum gebracht, mit Wasser gewaschen, ausgepreft und dann 
in Wasser mit Hilfe von Na,CO, gelost. Diese filtrierte Losung 
wurde eingetrocknet, der Riickstand wurde mit Alkohol er- 
schipft und die filtrierte alkoholische Lésung eingetrocknet. 
Von dem so gewonnenen trockenen Natriumsalze wurde eine 
1 °/oige Loésung in Wasser bereitet und mit BaCl,-Lésung von 
10 °/o versetzt. 

Unmittelbar nach Zusatz des Baryumsalzes entstand eine 
flockige weiBe Fallung. Nach einiger Zeit anderte aber die 
Masse ihr Aussehen, indem der Inhalt des Gefa®es in eine 
tonerdehydratihnliche Masse sich umwandelte. Am folgenden 
Tage war diese Masse zum Teil in Ballen oder Drusen von 
feinen Nadeln umgewandelt und diese Krystallisation nahm in 
den niichsten Tagen zu. Nach acht Tagen dnderte sich das 
Aussehen nicht weiter und die Masse bestand zum Teil aus 
kleinen Biischeln von Krystallen und zum ibrigen Teil aus 
durchsichtigen Kiigelchen. Es hatte den Anschein, als ware 
die Masse ein Gemenge von zwei verschiedenen Salzen, die 
von einander nicht getrennt werden konnten; und da nach 
langerem Stehen hierin sich nichts fnderte, wurde es_ not- 
wendig, durch Zersetzung mit Sodalésung in der Warme die 
Masse in das Natriumsalz zuriickzuverwandeln, um aus diesem 
Salze die freie Saure noch einmal darzustellen. 

Bei <Ausfiallung der Cholalsiiure mit Salzséure aus der 
neuen, neutralen, wasserigen LOsung des Natriumsalzes erhielt 
ich nun wiederum ein Gemenge von einer weifen flockigen 
Fiillung und einer durchsichtigen gelatindsen Masse, welche 
die Ausfillung sehr erschwerte, indem die Lésung fast wie 
eine diinne Gallerte erstarrte. Diese gelatindse Masse trat 
nicht gleichzeitig mit, sondern etwas spdter als die flockige 
Fiillung auf. Ich betrachtete diese gelatindse Masse anfangs 
als eine Verunreinigung, und zwar als eine Choloidinsaure 
oder eine dyslysinartige Substanz, die als Nebenprodukt bei 
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dem Kochen entstanden war, und von der also die eigentliche 
Cholalsiiure durch Reinigung befreit werden mute. Alle in 
verschiedener Weise ausgefiihrten Trennungsversuche waren 
indessen erfolglos. Ich erhielt immer ein Gemenge und das 
bei der ersten Cholalséuredarstellung erhaltene Produkt wurde 
zu diesen Vorpriifungen fast vollstiindig verbraucht. 

Es hat keinen Sinn, tiber diese erfolglosen Reinigungs- 
versuche etwas ausfiihrlicher zu berichten; ich will nur eine 
Beobachtung erwiihnen, die mich auf den rechten Weg fiihrte 
und zuletzt die Reindarstellung der Saéure ermdglichte. Ich 
hatte naémlich zuletzt gefunden, daf, wenn man eine verdiinnte 
Losung des Natriumcholates in Wasser mit Salzsiure fiillt 
und unmittelbar nach dem Umriihren auf ein gutes Falten- 
filter giefht, man ein wasserhelles Filtrat erhalten kann, welches 
nach einigen Minuten zu einer vollig durchsichtigen, gallert- 
iihnlichen Masse erstarrt. Dieses Erstarren geschieht so rasch, 
daB bisweilen die auf dem Filtrum noch zuriickgebliebene 
Lésung zu einer gallertigen Masse, welche die ibrige Fallung 
einschlieBt, gesteht. Bei weiterer Verfolgung dieses Ver- 
haltens bei einer neuen Cholalsiurebereitung fand sich nun 
ferner, dai diese glashelle, kieselsféureahnliche Masse kein 
Nebenprodukt oder Verunreinigung war, sondern im Gegenteil 
als die Hauptmasse erhalten werden konnte, und die eigent- 
liche Cholalséure der a-Phocaetaurocholsaéure war. Der Grund, 
warum ich urspriinglich nur kleinere Mengen von ihr beob- 
achtete, war der, dafi ich aus nicht hinreichend verdiinnter 
Losung gefallt und nicht hinreichend rasch (filtriert hatte. 
Unter solchen Verhaltnissen fallt naémlich die Hauptmenge 
dieser Séure in kisigen Kliimpchen aus, und die geringe 
Menge der in Lésung gebliebenen, bald darauf geleeartig sich 
ausscheidenden Séure wird mit der iibrigen Masse als schein- 
bare Verunreinigung gemengt, wiihrend man ein nicht erstar- 
rendes Filtrat erhalt. 

Bei diesen fortgesetzten Arbeiten fand ich aber ferner, 
dah, wenn man von der nicht durch Umkrystallisieren oder 
durch Darstellung des Baryumsalzes hinreichend gereinigten 
a-Taurocholsiure ausgeht, man aus ihr, trotzdem sie unter 
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dem Mikroskope eine anscheinend ganz homogene Krystallisa- 
tion zeigt, ein Gemenge von zwei oder sogar von drei Cholal- 
sduren erhalten kann. Neben der a-Cholalsiure erhalt man 
in solchen Fallen ein wenig der gewodhnlichen Cholsaure 
und auch etwas von der unten zu besprechenden Cholal- 
siure 6B (vgl. Fraktion 3), was um so mehr auffallend ist, 
als ich die f-Phocaetaurocholséure, aus welcher die letzt- 
genannte Cholalséure entsteht, trotz aller Bemiihungen nie in 
Krystallen erhalten habe. Trotzdem kann nun aber, wie es 
scheint, diese Saure neben ein wenig gewohnlicher Taurochol- 
siure in der unter dem Mikroskope homogenen Krystallisation 
der a-Taurocholsiiure enthalten sein. Ebenso wie die Cholal- 
siuren scheinen also die Taurocholsduren zusammen krystal- 
lisieren zu koOnnen. 

Fiir die Darstellung der a-Cholalsaure ware es also gewil 
am besten, nur die ganz reine a-Phocaetaurocholséure zu 
benutzen. Dies war aber mit einem zu grofen Verbrauche 
des spiérlichen Materiales verbunden, und ich konnte in der 
unten zu beschreibenden Weise auch mit einem nicht ganz 
reinen Materiale zum Ziele kommen. 

Nach diesen vorbereitenden Untersuchungen § gestaltete 
sich die Methode zur Darstellung der a-Phocaecholalséure wie 
folgt: Unmittelbar nach der Ausfallung der Rohcholalséure 
durch Salzsiurezusatz wurde das Gemenge auf mehrere, 
bereit gehaltene, gefaltete Schnellfilter gebracht. Die Filtrate 
erstarrten zu einer glasigen, farblosen durchsichtigen Gallerte. 
Der kornige oder flockige, mit gallertartiger Masse gemengte 
Niederschlag auf dem Filtrum wurde in Wasser unter Zusatz 
von Natronlauge bis zu schwach alkalischer Reaktion gelost, 
filtriert und wie oben von neuem mit Salzsdure gefallt. Die 
neue, abfiltrierte Fallung wurde noch einmal in derselben 
Weise behandelt und das nun nach Salzséurezusatz erhaltene 
Filtrat lieferte (in der Regel) keine gallertahnliche Masse mehr. 
Trotzdem wurde der unbedeutende Niederschlag auf dem 
Filtrum noch einmal in derselben Weise behandelt. Die 
zuletzt auf dem Filtrum erhaltene Fallung wurde (in einem 
Falle, wo ihre Menge nicht gar zu klein war) durch Dar- 
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stellung des Baryumsalzes in spater zu besprechender Weise 
auf §-Phocaecholalsdiure untersucht und als solche erkannt. 

Samtliche salzsdurehaltige Filtrate, welche gallertartig 
erstarrt waren oder Fléckchen der gallertaéhnlichen Siiure ent- 
hielten, wurden auf a-Siiure verarbeitet. Die Masse wurde 
zerruhrt und, so weit mdglich, mit einem Platinspatel zer- 
kleinert und geprefit, wobei die ausgeprebte Fliissigkeit ab- 
gegossen und gesondert aufgesammelt wurde. Darauf wurde 
die Masse auf ein Filtrum gebracht und durch wiederholtes 
Kneten und Pressen, so weit mdglich, von Fliissigkeit befreit, 
worauf sie zuletzt zwischen Papier gepreft wurde. Die so 
gewonnene Saure wurde mit Na,CO, in das Alkalisalz itiber- 
gefiihrt, welches nach Alkoholbehandlung in gewohnlicher 
Weise (um Uuberschissiges Carbonat und _ verunreinigendes 
NaCl zu entfernen) getrocknet und fir weitere Reinigung 
aufbewahrt wurde. 

Die ausgeprehte, bezw. abfiltrierte salzsiurehaltige Fliissig- 
keit wurde schwach alkalisch gemacht, eingetrocknet, mit 
Alkohol erschopft und das alkoholische Filtrat eingetrocknet. 
Der Riickstand wurde in Wasser gelést und durch Fiillung 
dieser Lésung mit Salzséure eine neue Menge gelatindser Saure 
gewonnen, die, wie oben, ausgeprefit, behandelt und in das 
Natriumsalz iibergefiihrt wurde. Die neuen sauren Filtrate, 
in &hnlicher Weise behandelt, lieferten eine neue Menge gela- 
tindse Saure, die ebenfalls wie oben in Na-Salz iibergefiihrt 
wurde, und in dieser Weise wurden mindestens 3 Portionen 
trockenes Natriumsalz der Séure gewonnen. 

Aus diesen vereinigten in Wasser aufgeldsten Portionen 
wurde nun die Saéure mit Salzséure von neuem ausgefillt und 
ganz wie oben verfahren. Daf diese wiederholten Ausfiillungen 
der gelatindsen Siiure und das Verarbeiten der Filtrate, trotz 
aller Vorsicht, mit grofen Verlusten verkniipft waren, ist 
leicht verstandlich, und die schlieBliche Ausbeute an reinem 
Alkalisalz der Saure betrug auch weniger als 50°/o der in 
Arbeit genommenen Menge. Auberdem dauerte infolge der 
sehr beschwerlichen Auspressungen der gallertartigen Siure 
und des wiederholten Eintrocknens und Ausfallens der Filtrate 
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die Verarbeitung von etwa 10 g Taurocholséure auf Cholal- 
siiture mehrere Wochen. 

Da das zuletzt erhaltene reinweifie Natriumsalz in ver- 
diinnter, wiasseriger LOsung nach Zusatz von Salzsiiure keine 
weilie Fallung oder Fléckchen gab, sondern zu einer véllig 
wasserhellen Gallerte erstarrte, wurde es als frei von anderem 
gallensauren Salz betrachtet und zur Darstellung der freien 
Siiture verwendet. Zu dem Ende wurde die 1/2 %/oige 
Lisung in Wasser erst mit Ather im Uberschu8 versetzt und 
durchgemischt und darauf mit Salzsaiure versetzt. Die hierbei 
ausfallende Saure fing recht bald an zu krystallisieren, und 
meistens war schon nach 24 Stunden alles in eine homogene 
Masse von feinen Nadeln verwandelt. 

Diese Krystallmasse konnte in der Weise umkrystallisiert 
werden, da sie, nach dem Auswaschen auf dem Filtrum, 
Auspressen und Trocknen im Exsikkator, in Alkohol gel6st und 
mit etwas Ather versetzt wurde. Hierbei fiel nichts aus; wenn 
aber so viel Wasser zugesetzt wurde, dafi die Fltissigkeit in 
eine obere Atherschicht und eine untere schwach opalisierende 
alkoholische Wasserlésung der Siéure sich trennte, fing diese 
untere Lésung sehr bald an zu krystallisieren und erstarrte 
fast zu einer aus lauter Ballen von feinen Nadeln bestehenden 
Masse. Diese konnte leicht auf dem Filtrum ausgewaschen 
werden. Nach dem Auspressen wurde sie im Exsikkator 
getrocknet. 

Die so gewonnene Saéure war immer rein weib. Zur 
Bestimmung des Schmelzpunktes wurde sie nach dem Trocknen 
im Exsikkator erst einige Zeit bei 103—104 und dann bei 
etwa 115° getrocknet. Bei héherer Temperatur zeigte sie eine 
gewisse Tendenz, gelblich zu werden. Bei der Schmelzpunkt- 
bestimmung sinterte sie bei ungefahr 133° und schmolz un- 
scharf bei 152—156° unter Gasentwickelung. 

Die Siiure konnte aber auch in anderer Weise in Krystallen 
erhalten werden, nimlich durch Auflésung der trocknen Saure 
in absolutem Alkohol und Zusatz von Benzol oder Petroleum- 
iither bis zu beginnender Triibung. Hierbei schied sich die 
Siiure allmihlich als sch6n ausgebildete 6seitige diinne Blattchen 
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aus, deren Menge durch Zusatz von mehr Benzol resp. Pe- 
troleumiither sich vermehrte. Diese Séure, auf dem Filtrum 
gesammelt, ausgepret und an der Luft getrocknet, hatte das 
Aussehen des ganz reinen Cholesterins. Diese Séure enthielt 
Benzol resp. Petroleumather, welches nach dem Trocknen im 
Exsikkator bei darauffolgendem Erhitzen auf 103—104° unter 
starkem Aufblihen der Sdéure entwich. Die Siiure konnte 
dann ohne Gewichtsverlust und mit Beibehaltung der rein 
weiBen Farbe bei 115—120° C. erhitzt werden. Bei der 
Schmelzpunktbestimmung sinterte sie etwas bei gegen 138° 
und schmolz ohne Gasentwickelung bei 152—153—154° (drei 
verschiedene Praparate). 

Die Siéure war fast unldslich in kaltem Wasser. In 
heifem Wasser sinterte sie zusammen zu einem ziahen Klumpen; 
bei dem Erkalten erstarrte aber die Lésung zu einer glas- 
hellen, festen Gallerte und ein Teil der Séure war also von 
dem warmen Wasser gelést worden. Diese Eigenschaft der 
Saéure, sowohl aus ihrer heifen, wiisserigen Lisung wie bei 
Zusatz von Siéure zu der wasserigen Lésung ihres Salzes als 
eine gallertartige Masse oder als ein festes Gelee sich aus- 
zuscheiden, ist etwas Charakteristisches, welches diese Siiure 
von allen anderen mir bekannten Cholalsdéuren unterscheidet. 

Das Natriumsalz der Saure lést sich leicht in Wasser, 
weniger leicht in Alkohol, und scheidet sich ziemlich leicht 
nach dem Erkalten der heifi gesiattigten alkoholischen Lésung 
in Biischeln von Krystallen aus. Ich habe in drei verschiedenen 
Praparaten die spezifische Drehung des Natriumsalzes bestimmt. 
Nr 1. war in Alkohol, Nr. 2 und 3 in Wasser gelist. Die Tem- 
peratur war 20° C., die Liinge des Rohres 2 dm und die An- 
zahl der Ablesungen in jedem Quadranten 16. 


(a)p = + 36,48° (konzentr. 4,29 °/o) 
1 =e or SSE » 3,02 0) 


» == + 96,20" ( ” 3,72 %/o). 


Das Resultat war ein sehr iiberraschendes. Da die gewohn- 
liche Cholséure eine hdhere spezifische Drehung als die Tauro- 
cholsaure hat, namlich als Natriumsalz 30,61 ° (konzentr. 2,29 °/o) 
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nach Vahlen'), wahrend das Natriumtaurocholat bei ent- 
sprechender Konzentration (vgl. S. 471) (a)p == 23,27° zeigt, 
findet man hier gerade das umgekehrte Verhalten. Die 
a-Phocaetaurocholsiure hat als Natriumsalz eine  spezifische 
Drehung vonrund 41°, wahrend das Natriumsalz der entsprechen- 
den Cholalséure eine niedrigere Drehung von (in Wasserlosung) 
rund 35,42° zeigt. Da eine Cholalsaure eine niedrigere spezi- 
fische Drehung als die entsprechende gepaarte Siéure hat, wider- 
spricht, soviel ich weil, aller bisherigen Erfahrung; und dieses 
unerwartete Verhalten der Siiure aus der Wallrobgalle deutete 
auf ganz besondere Verhiiltnisse hin. Dasselbe geht auch aus 
den unerwarteten Resultaten der Elementaranalysen hervor. 
Im ganzen habe ich drei verschiedene Préparate der 
a-Phocaecholalsiiure analysiert. Sie waren alle aus Alkohol- 
Ather mit Wasser wie oben umkrystallisiert. Die Préaparate 
1 und 2 waren dann aus Alkohol mit Benzol und Praparat 3 
aus Alkohol mit Petroleumather umkrystallisiert worden. Nach 
dem Trocknen zu konstantem Gewicht bis 115° wurden sie 
mit einem Gemenge von Bleichromat und Kupferoxyd, zuletzt 
unter Durchleitung von Sauerstoff verbrannt. Schmelzpunkt 
der Praparate 1 und 2 = 152—154° C., fiir Praparat 3 
153—154° C. 
Priparat 1. 0,1816 g lieferten 0,163 g H,O = 9,97 °/o H 
0,462 g CO, = 69,38 Jo C 
Praparat 2. 0,2055 g lieferten 0,1773 g H,O = 9,59 °/o H 
0,5127 g¢ CO, = 69,23 %Jo C 
Praparat 3. 0,1743 g lieferten 0,1537 g H,O = 9,79 °/o H 
0,4425 g CO, == 69,24 %/o C 
Die Priaparate gaben also folgende Werte: 
C H O 
Nr. 1 69,38 9,97 20,65 
2 69,23 9,59 21,18 
» 3 69,24 9,79 20,97 
Mittel 69,28 °/o 9,78 %/o 20,95 %/o 
Diese Zahlen stimmen gut mit einer Séure von der Forme! 
C.. H5, 0; (oder C,, Hy, 05): 


9 
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Berechnet Gefunden Berechnet 
Cos H,, O. (Cy, H,, QO, 
C 69,47 69,28 (69,29) 
H 9,47 9,78 (9,71) 


Die Analysenzahlen stimmen allerdings auch gut mit den 
Formeln C,,H,,0, oder C,,H;,0,; aber diese Saéiuren, welche 
zu Taurocholsiiuren mit C,, oder C,, fiihren wiirden, konnen 
ausgeschlossen werden, weil der Baryumgehalt des Cholates 
unter keinen Umstiinden zu Séuren von solcher Zusammen- 
setzung pabt. 

Das Baryumsalz stellte ich aus einer 1° oigen Losung 
des Natriumsalzes in Wasser durch Zusatz von einer ebenfalls 
1 °/oigen Lésung von Chlorbaryum dar. Zuerst war keine Ver- 
iinderung merkbar, nach kurzer Zeit trat aber eine Gallerte 
auf, die erst durchsichtig war, dann aber immer mehr opalisierend 
und weiflich wurde. Allmahlich traten Gruppen von Krystall- 
nadeln auf und das Gemenge, welches in einer geschlossenen 
Flasche aufbewahrt wurde, enthielt drei Monate spiiter eine 
vollstindige homogene Krystallisation ohne amorphe_ Bei- 
mengungen. Diese Krystallmasse wurde abfiltriert, sorgfaltig 
ausgewaschen, ausgeprefit und im Exsikkator getrocknet. Da 
die Menge zu klein war, um sowohl eine Kohlen- und Wasser- 
stofi- wie eine Baryumbestimmung zu gestatten, wurde nur die 
letztere ausgefiihrt. Das Salz wurde bei etwa 115° C. zu 
konstantem Gewicht getrocknet; es war rein weil. 

0,418 g lieferten 0,085 g BaCO, = 14,14 °/o Ba. 

Dieser Wert, 14,14 °/o Ba, stimmt sehr gut mit dem fiir 
ein Baryumsalz von der Formel C,,H,,baO, + 2H,O berech- 
neten Werte 14,17 °/o Ba. Da ich kein Material zur weiteren 
Untersuchung hatte, kann ich natiirlich nicht dafiir einstehen, 
daB das Salz wirklich zwei Mol. Krystallwasser enthielt, und ich 
will deshalb bemerken, daB der gefundene Wert nicht mit 
der Formel des wasserireien Salzes, welche 15,3 °/o Ba ver- 
langt, stimmt. Der gefundene Gehalt an Baryum stimmt aber, 
wie oben gesagt, unter keinen Umstiinden zu einem Salze von 
der Formel C,,H,,baO, oder C,,H,,baO,, denn wenn man 
diese Salze als wasserfreie berechnet, erfordert jenes nur 
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13,19 und dieses nur 11,33 °/o Ba und selbstverstandlich noch 
kleinere Mengen, wenn man die Salze als krystallwasserhaltig 
berechnet. Die einzige Formel, welche sowohl mit dem 
Baryumgehalte — unter obiger Voraussetzung — wie mit den 
fiir die freie Siéure gefundenen Zahlen stimmt, bleibt also 
C,,H,,0, (oder C,,H,,0,). 

Da ich nur drei Praparate der freien Saéure, die aller- 
dings beziiglich des Kohlenstoffes eine sehr gute Ubereinstim- 
mung unter einander zeigten, analysiert habe, und da ich ferner 
keine vollstindige Analyse eines Salzes derselben Saéure habe 
ausfiihren kénnen, kann ich nicht fiir die Richtigkeit der obigen 
Formel einstehen, wenn ich sie auch als wahrscheinlich richtig 
betrachte. Dagegen diirfte es wohl sicher sein, daB die ana- 
lysierte Cholalséiure keine Oxycholséure von der Formel 
C,,H,,O, sein kann, denn die Formel einer solchen Saure 
verlangt 67,95°/o C, statt des gefundenen Wertes 69,28°/o. 
Ebenso klar ist es, dafi eine Taurocholséure, welche einer 
Cholalsiure von der Formel C,,H,,0, entsprechen wiirde, nicht 
die fiir die a-Phocaetaurocholsaure gefundene Zusammensetzung 
C,,H,,NSO, haben kann. Die zwei Sauren entsprechen also 
nicht einander, und es fragt sich, wie dieser Mangel an Uber- 
einstimmung zu erkliren ist. 

Unter der Annahme, daf die Analysen nicht fehlerhaft 
sind, kann ich keine andere Erklarung finden, als die, daf die 
urspriingliche Cholalséure infolge des anhaltenden Siedens mit 
Alkali sekundir veriindert worden ist oder jedenfalls bei der 
Darstellung einen teilweisen Abbau erfahren hat. Von einer 
Oxycholséure, C,,H,,O,, unterscheidet sie sich — die Richtigkeit 
der obigen Formeln C,,H,,0, oder C,,H,,O, vorausgesetzt — 
durch einen Mindergehalt an den Elementen einer Aldehyd- 
gruppe C,H,O oder Acetylgruppe C,H,0; und es ware denkbar, 
dafi bei der Zersetzung der Taurocholsaéure durch die Alkali- 
lauge auch die Oxycholsaure (falls eine solche vorhanden war) 
eine Zersetzung unter Abspaltung von den Elementen der ge- 
nannten Gruppen erfahren hatte. Durch eine solche Annahme 
kénnte auch das sonst schwerverstandliche Verhalten der 
spezifischen Drehung der beiden Séuren eine Erklarung finden. 
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Wenn man bei der Cholalsiuredarstellung nicht die urspriing- 
liche, in der Taurocholsdure enthaltene Cholalsiure, sondern 
eine zum Teil abgebaute, um gewisse Atomgruppen drmere 
Siure erhielte, wire es némlich weniger befremdend, wenn 
diese Séure statt einer hdheren eine niedrigere spezifische 
Drehung als die entsprechende Taurocholsdure hatte. 

Ich halte es also nicht fiir ganz ausgeschlossen, dab die 
o-Phocaetaurocholséure wirklich die Formel C,,H,,NSO, hat und 
als die eine Komponente eine Oxycholsdure C,,H,,O, enthiit, 
welche bei der Cholalsaéuredarstellung zu einer Siiure von der 
Formel C,,H,,0; abgebaut wird. Ich bedaure sehr, daf ich 
diese Moéglichkeit nicht durch fortgesetzte, mehr eingehende 
Analysen habe priifen kiénnen; aber dies war mir bisher nicht 
moglich, denn alle meine Bemthungen, weitere Sendungen des 
schwerzuganglichen Materials zu erhalten, sind erfolglos geblieben. 

Abgesehen von der Formel der fraglichen Cholalsdure 
kann man aber jedenfalls den Schlu8 ziehen, daf hier eine 
bisher unbekannte, neue Cholalséure vorliegt, welche durch 
ihre Krystallform, ihre eigentiimliche, gallertaéhnliche Beschaffen- 
heit im amorphen Zustande und die Eigenschaft ihrer heifen 
Wasserlésung, beim Erkalten wie eine Leimlésung zu erstarren, 
wie auch in gewissen anderen Hinsichten von allen bisher 
bekannten Cholalséuren sich unterscheidet. Sie gibt schén 
die Pettenkofersche Reaktion und mit Salzséure gibt sie eine 
ahnliche Farbenreaktion wie die Cholséure. Von dieser unter- 
scheidet sie sich durch Krystallform, Schmelzpunkt, negatives 
Verhalten zu der Jodprobe und etwas gréBere Schwerléslichkeit 
des Baryumsalzes. Sie hat nicht den intensiv bitteren Ge- 
schmack der Choleinséuren und unterscheidet sich von ihnen 
unter anderem auch durch die Farbenreaktion mit Salzsaure. 

Die Fraktion 2 enthielt also fast ausschlieflich eine 
schwerlésliche, bisher unbekannte Taurocholsiure, welche als 
Spaltungsprodukt (neben Taurin) eine Cholalsiiure von der 
wahrscheinlichen Formel C,,H,,0; lieferte. 

Die Fraktion 3. Die B-Phocaetaurocholsaure (Tauro- 
isocholséure?) und die entsprechende 8-Phocaecholal- 
saure (Isocholsdure ?). 

Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. LXI. 32 
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Diese Fraktion wurde (vgl. S. 463) durch Aussalzen mit 
NaC] als eine honig&hnliche Masse erhalten, welche durch 
weitere Reinigung und Alkoholbehandlung zuletzt als ein 
trockenes, weifes Pulver, mit einem Stich ins gelbliche, ge- 
wonnen wurde. Eine Schwefelbestimmung des bei 115° zu kon- 
stantem Gewicht getrockneten Natriumsalzes ergab folgendes: 

0,6627 g lieferten 0,284 g BaSO, = 5,89°%o S. 

Diese Fraktion enthielt also, wenn nicht ausschlieBlich, 
jedenfalls fast nur ein Taurocholat oder ein Gemenge von 
solchen Salzen, denn das gewohnliche Taurocholat z. B. ent- 
halt 5,96°/o S oder nur 0,07°/o S mehr als das untersuchte 
Priiparat. Es wurde versucht, aus dieser Fraktion freie Tauro- 
cholséiure in Krystallen nach dem fiir die gewohnliche Tauro- 
cholsiure von mir ausgearbeiteten Alkoholatherverfahren dar- 
zustellen; aber dies gelang nicht. Die Séure verhielt sich 
hierbei wie die Taurocholeinséiure: sie wurde allerdings aus 
ihrer alkoholischen Lésung von iiberschiissigem Ather gefillt, 
setzte sich aber am Boden als eine sirupése oder harzige 
Masse ab. Nach mehrmaligem Auflésen in Alkohol und Aus- 
fallen mit Ather hatte sie immer dieses Aussehen, und selbst 
nach mehrmonatlichem Stehen unter Ather fand keine Krystal- 
lisation statt. 

Aus der freien Saéiure wurde das Baryumsalz dargestellt. 
Es war sehr leichtléslich in Wasser und auch in Alkohol, 
konnte aber in keiner Weise, selbst nicht durch allméhliche 
Fillung seiner alkoholischen Lésung mit Ather, zur Krystalli- 
sation gebracht werden. Seine Lésung in Wasser wurde 
ebenso wenig wie die des Natriumsalzes von den gewohn- 
lichen Schwermetallsalzen, mit Ausnahme von dem basischen 
Bleiacetate, gefallt. Eine 2°/oige Lésung des Natriumsalzes 
in Wasser wurde bei Zimmertemperatur beim Sattigen mit 
KCl, KNO,, NaNO,, Na,SO, oder NH,Cl nicht gefallt. NaCl 
erzeugte dagegen, wie oben erwahnt, einen Niederschlag, der 
als eine honig- oder harzahnliche Bodenschicht sich an- 
sammelte. 

Die spezifische Drehung des Natriumsalzes, in Wasser 
gelist, bei 20° C. war (a)p = + 25,27° (Konzentration = 
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3,68 °/o) und sie wich also nicht besonders von der des 
gewohnlichen Taurocholates (+ 23 — 24°) ab. Dagegen unter- 
scheidet sich das Salz in dieser Hinsicht wesentlich von dem 
a-Taurocholate, dessen spezifische Drehung rund + 41° ist. 

Da alle Versuche, diese Taurocholséiure in Krystallen zu 
erhalten, vergeblich waren, und da ferner das zur Darstellung 
dieser Fraktion 3 angewandte Verfahren (Aussalzen mit NaCl) 
eine Verunreinigung mit gewodhnlichem Taurocholat, wenn 
solehes vorhanden war, hdchstwahrscheinlich machte, wurde 
von der weiteren Untersuchung der £8-Taurocholsiiure oder 
ihrer Salze Abstand genommen und ich ging zu der Dar- 
stellung der entsprechenden Cholalsiure iiber. 

Hierbei wurde mit Natronlauge (8°/o NaOH) 12 Stunden 
gekocht und die Rohcholalsaure wie gewOhnlich mit Salzsiure 
ausgefallt.!) Da die Vorpriifung gezeigt hatte, daB diese Cholal- 
siure ein sehr schwerldsliches Baryumsalz gibt, wurde sie (be- 
hufs Entfernung etwa anwesender, gewoOhnlicher Cholséure) in 
Wasser unter Zusatz von Ammoniak gelést und diese Lésung 
(etwa 1°/o Cholalsdure) mit BaCl,-Losung gefallt. Die Haupt- 
masse der Séure wurde hierbei als Baryumsalz ausgefillt ; 
in dem Filtrate blieb aber eine nicht unbedeutende Menge 
Salz in Lésung, und es wurde deshalb mit Salzséure gefiillt. 
Die gefallte, genau gewaschene und getrocknete Siiure wurde 
in méglichst wenig, siedend heifem Alkohol gelést, und beim 
Erkalten krystallisierte gewohnliche Cholséure aus. Nach ein- 
maligem Umkrystallisieren war sie ganz rein, vom Schmelz- 
punkte + 196°, und erwies sich sowohl durch Krystallform 
wie durch ihr Verhalten zu Jod als vollig typische Cholsaure. 

Es wurde also gewodhnliche Cholséure sowohl aus der 
Fraktion 3 wie 4 erhalten; aber ihre Gesamtmenge war im 
Verhdltnis zu der Menge sowohl der a-Cholalsiure wie der 
6-Cholalséure der Fraktion 3 so klein, da& gewodhnliche Chol- 
saure, bezw. die ihr entsprechende Taurocholsdure, nur in 
untergeordneter Menge in der Galle des Wallrosses vorkommt. 

1) Hier wie bei der Cholalsduredarstellung aus -Taurocholsdure 
konnte aus dem Filtrate von der Rohcholalsdure Taurin leicht dargestellt 
werden. 
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Die eigentliche Cholséiure der Fraktion 3, welche ich 
der Kiirze halber als B-Séure bezeichne, liefert, wie oben 
erwihnt, ein sehr schwerlésliches Baryumsalz. Dies fiel amorph 
aus und hatte keine Neigung zu krystallisieren. In heifem 
Wasser léste sich dieses amorphe Salz, krystallisierte aber 
fast sogleich, bevor noch eine Filtration in Frage kommen 
konnte, und das einmal krystallisierte Salz war dann fast 
unloslich in siedendem Wasser. Die Krystallisation geschah 
so rasch, dah, wenn man eine etwas grdfere Menge des 
amorphen Salzes in heibem Wasser zu lésen versuchte, ein 
Teil in Krystallen sich ausschied, bevor noch alles gelodst 
worden war, so dafZg man ein Gemenge von krystallisiertem 
und amorphem Salz erhielt. In dieser Weise konnte das 
Salz also nicht durch Krystallisation gereinigt werden, und 
auch die Versuche, dasselbe aus Alkohol zu krystallisieren, 
gaben keine guten Resultate. 

Dagegen gelang die Krystallisation und Reinigung gut 
durch Zusammenmischen von einer siedenden, 0,25 °/oigen 
Losung des Natriumcholates mit dem halben Volumen einer 
ebenfalls siedenden Lésung von BaCl, (0,5°/o) und unmittel- 
bares, rasches Filtrieren durch ein Faltenfilter. Unter diesen 
Verhiltnissen geschieht die Krystallisation etwas langsamer, 
und man erhalt wahrend des Erkaltens eine ganz homogene 
Krystallmasse aus lauter Nadeln oder feinen Prismen. Die 
Krystallisation fangt auch hier in der noch heiBen LOosung an 
und vermehrt sich immer mehr wihrend des Erkaltens. 

Bei dieser Reinigung bleibt immer ein Teil des Salzes 
in dem Filtrate gelist; die letzten Spuren von gewohnlicher 
Cholsiure wurden aber gleichzeitig entfernt. Eine Umkrystal- 
lisation des Baryumsalzes kann aber nur in der Weise ge- 
schehen, dafg’ man aus ihm das Natrium- oder Ammoniumsalz 
bereitet und wie oben siedend heifi mit BaCl,-Lésung fallt. 

Die freie Saéure erhalt man durch Zersetzung des in 
Wasser gelisten Natriumsalzes, bezw. des in Wasser auf- 
geschlemmten Baryumsalzes mit Salzséure. Aus dem ersteren 
Salze. fillt sie amorph aus, wogegen man in dem letzteren 
Falle das Salz mit Beibehaltung der krystallinischen Beschaffen- 
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heit zerlegen kann. Man erhialt also in dem letzteren Falle 
nach gentiigendem Auswaschen eine baryumfreie Saure, welche 
aus Krystallfragmenten oder. Krystallen besteht. Wenn man 
diese Saéure, nach dem Trocknen, in Alkohol lost, ist sie 
ebenso schwer wie die amorphe, getrocknete Saure zur Krystal- 
lisation zu bringen. 

Die Saéure, mag sie aus dem einen oder anderen Salze 
dargestellt sein, ist sehr leicht léslich in Methyl- oder Athyl- 
alkohol auch bei Zimmertemperatur. In heifiem Alkohol lésen 
sich reichliche Mengen, aber beim Erkalten fand nie eine 
Krystallisation statt. Ebenso wenig gelang die Kristallisation 
durch vorsichtigen Zusatz von Wasser zu der alkoholischen 
Lisung. In Ather, Benzol und Petroleumither list sie sich nicht, 
konnte aber durch Zusatz von diesen Stoffen zu der alkoholischen 
Lésung nicht ausgefillt werden. In heiBem Ather léste sie sich 
etwas, die Hauptmasse sinterte aber zu einem zaéhen Klumpen 
zusammen. Bei der freiwilligen Verdunstung des Athers setzten 
sich kleine Kiigelchen an der Wand des Gefaes ab. Diese Kiigel- 
chen zeigten aber keine krystallinische Struktur. Das einzige 
Lésungsmittel, aus welchem ich die Saure in Krystallen erhalten 
habe, ist Aceton. Die amorphe Saure lést sich, wenn trocken, 
verhaltnismabig leicht in Aceton auch ohne Erwérmen auf, und 
wenn man eine solche mabig konzentrierte Lésung (etwa 5 °/o) 
stehen l1aBt, so krystallisiert die Saéure in Rosetten oder kleinen 
Ballen von Nadeln oder vierseitigen, wasserhellen Prismen aus. 

Die einmal krystallisierte Séure ist aber nunmehr fast 
unloslich in kaltem und sehr schwerldslich in siedendem 
Aceton. Sie kann jedoch aus heifem Aceton umkrystallisiert 
werden, und da sie aus diesem Loésungsmittel ziemlich rasch 
beim Erkalten sich ausscheidet, wird sie nun als kleine Na- 
deln oder 4-seitige Prismen erhalten. Nur in dieser Weise habe 
ich die Saure rein und von konstantem Schmelzpunkt erhalten. 

Die Saéure sintert zusammen schon bei etwa 150°, aber 
schmilzt erst bei 220—222°, je nach der Geschwindigkeit des Er- 
hitzens, und ihr Schmelzpunkt ist also bedeutend hoéher als der- 
jenige der Cholséure, der Cholein- und der Desoxycholsaure. Die 
Saure gibt nicht die Jodcholséurereaktion und hat einen fast 
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rein bitteren Geschmack. Sie ist rechtsdrehend und die spezi- 
fische Drehung des Natriumsalzes in wasseriger Lésung bei 
20° C. war (in 3 Praparaten) die folgende: 

1. (a))p) = + 29,10° (konzentr. = 3,23°/o) 

aS + 29,349 ( ,, 3,80 °/0) 

_ +. 27,329( _,, — 6,469/o). 

Im Gegensatz zu dem Verhalten der Siure a und in Uber- 
einstimmung mit dem fiir andere Gallensiuren beobachteten 
Verhalten war also hier die spezifische Drehung der Cholsiiure 
stirker als die der entsprechenden Taurocholsaure. 

Zu der Elementaranalyse wurde teils die freie Saure und 
teils das Baryumsalz verwendet. Die freie Saiure war immer 
aus Aceton zwei- oder dreimal umkrystallisiert worden. Sie 
war rein weil und erst bei etwa 100° und dann bei gegen 
110°—115° zu konstantem Gewicht getrocknet. Das Ba- 
ryumsalz war in oben angegebener Weise durch Krystallisation 
aus Wasser erhalten und bei 115° C. bis zu konstantem Ge- 
wicht getrocknet. 

Die Analysen der freien Saure ergaben folgende Resultate : 

Priiparat 7. 0,2004 g lieferten 0,175 g H,O = 9,70°/o H 


0,5185 g CO, = 70,56°/o C 
Praparat 2. 0,182 g lieferten 0,159 g H,O = 9,71°%o H 
0,4725 g CO, = 70,80% C 
Priparat 3. 0,230 g lieferten 0.2047 g HO = 9,88°/o H 
0,593 g C,0 = 70,31 °%o C. 


Hieraus erhaélt man folgende Mittelzahlen: 
C H O 

Nr. 1 70,56 9,70 19,74 

2 70,80 9,71 19,49 

» 2 weal 9,88 19,81 


Mittel 70,56 9,76 19,68 


Diese Zahlen stimmen sehr gut mit der Zusammensetzung 
einer Siure von der Formel der gewodhnlichen Cholsaure 


C.,H,,0;. 
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C,,H,.0, Berechnet Gefunden 
C 70,59 70,56 
H 9,80 9,76 
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Die Analysen des Baryumsalzes lieferten folgende Zahlen 
fiir das bei 115° C. getrocknete Salz: 
Praiparat 1. 0,2828 g lieferten 0,2095 g H,O = 823° H 
0,6027 g¢ CO, = 58,12% C 


5 


2 g lieferten 0,1345 g BaSO, = 13,86° Ba 
5 g lieferten 0.1838 ¢ HO = 7,99%o H 
0,5514 g CO, = 58.83% C 
0,3797 g lieferten 0,0899 g BaSO, = 13,93°%o Ba. 
Aus den Analysen der beiden Praparate erhiilt man fol- 
gende Mittelzahlen: 
C A Ba O 
Nr. 1 58,12 8,23 13,86 19,79 
» 2 58,83 7,99 13,93 19,25 


Mittel 58,47 8,11 13,90 19,52 
Diese Zahlen stimmen zu einer Formel C,,H,,ba0, 


0,571: 
Praiparat 2. 0,255 





== CH hed. + 8.0 Berechnet Gefunden 
C 58,36 %/o 58,47 °/o 
H 8,30°/o 8,11%/o 


13,88 9/0 13,90 °/o 

Die beiden Kohlen- und Wasserstoffbestimmungen zeigen 
leider nicht untereinander eine so gute Ubereinstimmung, als 
zu erwunschen wire; aber selbst wenn man von den gut 
stimmenden Mittelzahlen absieht und nur mit den Einzelana- 
lysen rechnet, so gibt es keine andere Formel, mit welcher 
die Analysenzahlen so gut stimmen wie mit der obigen. Am 
nachsten kommen die Sauren C,,H,,0, und C,;H,,0,, wie 
folgender Vergleich der berechneten und gefundenen Werte 
teils fiir die freie Saure und teils fiir die Salze zeigt. 


Berechnet Gefunden Berechnet Berechnet 


C,,H,,.0; C,,H,0,, C,5H,,0, 
C 70,59 70,56 70,05 70,75 
H 9,80 9,76 9,64 10,38 
Berechnet Gefunden Berechnet Berechnet 
C,,H,, baO, +H, O C,,H,,baO,+'/2H,O C,,H,,ba0, 
C 58,36 58,47 58,66 61,03 
H 8,30 8,11 8,08 8,75 


Ba = 13,88 13,90 14,56 13,93 
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Eine Saéure mit 25 Atomen Kohlenstoff kann also aus- 
geschlossen werden, und besonders die Choleinséure (Lat- 
schinoffs) von der Formel C,.H,,0O, (mit rund 73,9°/> 
Kohlenstoff) weicht sehr stark von den gefundenen Zahlen ab, 
GréBer wire die Ubereinstimmung mit einer Siure mit 23 
Atomen Kohlenstoff, wenn man einen Gehalt von '!/2 Mol. 
Krystallwasser in dem Baryumsalze annimmt. In diesem Falle 
ist aber der Gehalt an Baryum zu hoch, némlich 14,56°/o 
und wenn man 1 Mol. Wasser annimmt, was mit dem Baryum- 
gehalte besser stimmt, so wird der Kohlenstoffgehalt nur 
57,56 °/o und also fast um 1°/o niedriger als der gefundene 
Wert. 

Es bleibt also keine andere Wahl iibrig, als die Forme] 
C,,H,,0, anzunehmen, welche sehr gut mit den gefundenen 
Zahlen stimmt, und in diesem Falle wiirde hier also eine 
Cholalsiure von derselben Zusammensetzung wie die gewOhn- 
liche vorliegen. Von der gewohnlichen Cholsiéure unterscheidet 
sich aber die neue Saure in mehreren Beziehungen. Sie hat 
eine andere Krystallform, d. h. sie konnte tiberhaupt nicht 
aus Alkohol, in welchem sie viel leichtléslicher ist, in 
Krystallen erhalten werden und sie gibt also nicht die tetra- 
edrischen Krystalle der Cholsaéure. Sie hat einen viel héheren 
Schmelzpunkt 220—222°; sie gibt keine blaue Verbindung 
mit Jod und sie gibt ein in Wasser viel schwerldslicheres 
Baryumsalz. Hierzu kommt noch, daf sie mit Salzsaure nicht 
die Farbenreaktion der gewodhnlichen Cholsaure gibt. 

Da diese neue Cholalséiure, welche mit keiner anderen 
bekannten Cholalséure identisch ist, dieselbe prozentische 
Zusammensetzung wie die Cholsaéure hat, kénnte man die 
8-Phocaecholalsiiure als eine Isocholsdéure bezeichnen, und die 
zweite Taurocholsiiure der WallroBgalle ware dann Tauro- 
isocholsaure. 

Diese Taurocholséure kommt in recht bedeutender Menge 
in der Wallrofgalle vor. Da sie nicht von der sie begleiten- 
den gewohnlichen Taurocholsaiure getrennt werden kann und 
da eine quantitative Trennung dieser zwei Cholsauren mir 
auch nicht gelungen ist, so kann ich nur sagen, da nach der 
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Menge der gewonnenen Cholalsiuren zu urteilen, die Tauro- 
isocholséure in viel gréfSerer Menge als die ‘Taurocholsadure 
in der WallroBgalle vorkommt. Niachst der a-Taurocholsadure 
ist auch die B-Taurocholsaure (die Tauroisocholséure) die in 
dieser Galle in der gréSten Menge vorkommende_ gepaarte 
Gallenséure. 

Da®B die a-Taurocholséure die in groéfter Menge vor- 
kommende Siaure ist, glaube ich auf Grund der folgenden Be- 
stimmung annehmen zu konnen. Von 12 g der im Exsikkator 
getrockneten, in absolutem Alkohol léslichen Stoffe der Galle 
(Mischgalle von mehreren Individuen) wurde in Wasser eine 
15°/oige Losung bereitet und mit 10 cem Salzsiéure von 
25°/o (etwa 2,8°/o im Gemenge) versetzt. Die Menge der 
auskrystallisierten, abgesaugten und nach dem Nachwaschen 
mit ein wenig Wasser fast rein weifen Saure war getrocknet 
4,843 g = 40,35°/o der in Arbeit genommenen Menge 
alkoholléslicher Stoffe. Da man nun, wie aus dem oben von 
der Darstellungsmethode Gesagten hervorgeht, aus der Mutter- 
lauge noch weitere Mengen Siaure erhalten kann, und da die 
alkoholléslichen Stoffe nicht aus gallensauren Alkalien allein 
bestehen, kann kaum ein Zweifel dariiber bestehen, dal die 
Menge des a-Taurocholates in diesem Falle reichlich 50 °/o 
der samtlichen gallensauren Salze betrug. 


Ein Riickblick auf die Hauptergebnisse dieser Unter- 
suchung, insofern als sie nur die Gallenséuren der Wallrofgalle 
betrifft, ergibt also folgendes: 


1. In kleinen, aber bei verschiedenen Individuen etwas 
wechselnden Mengen kam Glykocholséure vor. Sie war aber 
jedenfalls nicht gewOhnliche Glykocholsdéure, indem sie nicht 
Cholsdéure, sondern eine andere, der Choleinséuregruppe an- 
gehorige Cholalsiaure lieferte. Da die letztere nicht in Krystallen 
erhalten werden konnte, ist es zweifelhaft, ob sie Choleinsaure, 
Desoxycholsdéure oder $-Phocaecholalséure war. 


2. In kleiner Menge kam ferner eine Siiure der Taurochol- 
sduregruppe vor, deren Alkalisalz durch Ferrisalz leicht fallbar 
war und wie Taurocholeinsaéure sich verhielt. 
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3. In etwas groéberer, aber verhaltnismifig kleiner 
Menge enthielt die Galle gewohnliches Taurocholat, welches 
durch die aus ihm dargestellte Cholséure sicher als solches 
erkannt werden konnte. 

4. Als Hauptbestandteil enthielt die Galle als Alkalisalz 
eine friiher unbekannte, in Wasser schwerldsliche, leicht aus 
Wasser krystallisierende Taurocholsdure, die a-Phocaetauro- 
cholsiiure, die vielleicht eine Taurooxycholsiure ist und deren 
Natriumsalz durch eine unerwartet hohe spezifische Drehung 
(a) + 41° von gewohnlichem Taurocholat sich unterschied. 
Die ihr entsprechende Cholalséure, die a-Phocaecholalsiure, 
scheint die Zusammensetzung C,,H,,0, zu haben und sie wird 
wahrscheinlich unter sekundirer Veranderung der urspriing- 
lichen Cholalsiéure bei der Darstellung gebildet. Hierfiir spricht 
auch der Umstand, dafi ihr Natriumsalz eine niedrigere spezifische 
Drehung (a)p — + 35—36° (bei verschiedener Konzentration) 
als das Taurocholat hat. Diese, ebenfalls friiher unbekannte, 
schon krystallisierende Cholalsiure von dem Schmelzpunkte 
152—154°, die in mehreren Hinsichten von allen anderen be- 
kannten Cholalséuren sich unterscheidet, gehdrt durch die 
Farbenreaktion mit Salzsiure zu derselben Gruppe wie die 
Cholsiure, gibt aber keine blaue Jodcholsdureverbindung. 
Da diese a-Siiuren, wie es scheint, auch bei mehreren anderen 
Phocaceen vorkommen, wurden sie a-Phocaetaurocholsaure 
bezw. a-Phocaecholalsaéure genannt. 

5. In verhiltnisméBig reichlicher Menge enthielt die Galle 
eine andere Taurocholsiéure friiher unbekannter Art, die leicht- 
léslich in Wasser ist und, infolge ihres Vorkommens bei 
mehreren Phocaceen, B-Phocaetaurocholsdure genannt wurde. Die 
ihr entsprechende B-Phocaecholalsiure hat die Formel C,,H,,0, 
und kann also Isocholséure genannt werden. Sie krystallisiert 
aus Aceton, hat den Schmelzpunkt 220—222° und _ verhilt 
sich wie eine Choleinséure, indem sie ein sehr schwerlésliches 
Baryumsalz gibt und nicht die Farbenreaktion mit Salzsdure 
zeigt. Sie gibt ebenfalls keine blaue Jodcholsdéureverbindung. 























Uber die Farbenreaktion der Cholsaure mit verdiinnter 
Salzsaure. 


Von 


Olof Hammarsten. 


(Der Redaktion zugegangen am 2. August 1909. 


In dem vorigen Aufsatze, tiber die Wallrofgalle, in 
diesem Heft habe ich das Verhalten der a-Phocaecholsiiure 
und der ihr entsprechenden Taurocholséure zu Salzsaiure von 
25°/o HCl beschrieben und ich habe dort erwéhnt, dab die 
gewohnliche Cholalsdéure, die Cholsaéure, eine iihnliche Farben- 
reaktion gibt. Da dieses Verhalten der Cholsiure meines 
Wissens nicht von anderen beobachtet oder beschrieben 
worden ist, will ich hier ganz kurz iiber die fragliche Farben- 
reaktion berichten. 

Tragt man fein gepulverte Cholsdure — ob sie Krystall- 
alkohol enthalt oder nicht ist gleichgiiltig — in Salzsiiure von 
25°/o bei Zimmertemperatur in eine, mit Glasst6psel verschlieb- 
bare Flasche hinein, schiittelt um und laBt, ohne von dem 
Ungelésten abzufiltrieren, stehen, so dandert das Gemenge 
nach einiger Zeit, die je nach dem relativen Mengenverhiilt- 
nisse zwischen Cholséure und Salzsiure wechseln kann, seine 
Farbe. Sie wird zuerst etwas gelb oder gelblich-griin; aber 
nach einigen, 4—6—8, Stunden ist sie mehr oder weniger 
blauviolett geworden und nach 24 Stunden ist sie regelmabig 
schén blauviolett. Filtriert man nun, so erhalt man ein 
prachtvoll blauviolettes oder  bisweilen fast indigblaues, 
vollstandig klares Filtrat, welches indessen ziemlich bald sich 
triibt und eine flockige, gelblich weife Fillung absetzt. 
Filtriert man die letztere nach neuen 24 Stunden ab, so erhilt 
man wiederum ein voOllig klares, schén blauviolettes Filtrat, 
welches allmiihlich sich triibt und einen neuen Niederschlag 
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gibt. In dieser Weise werden wiederholt neue Niederschlage 
erhalten, aber gleichzeitig andert sich die Farbe allmiéhlich. 
Sie geht in Blaulichgriin mit einem roten Farbentone im 
durchfallenden Licht tiber, dann wird sie immer mehr griinlich, 
gelbgriin und zuletzt gelb. 

Bei spektroskopischer Untersuchung der blauvioletten 
Fliissigkeit sieht man nach passender Verdiinnung mit Salz- 
sdure von 25°/o einen sehr starken Absorptionsstreifen um 
die Linie D herum. Dieses Band, dessen Breite mit der 
Konzentration der LOsung wichst, kann man noch sehr deutlich 
sehen, wenn die blauviolette Farbe faBt verschwunden und in 
Blaugriin ubergegangen ist. 

Fiir das Zustandekommen dieser Farbenreaktion ist die 
Relation zwischen Salzsiiure und Cholséure von wesentlicher 
Bedeutung. Verwendet man eine Salzsiiure von 25°/o, so 
gelingt die Reaktion bei Anwendung von z. B. 25 cem dieser 
Sdiure und gegen 0,1 g Cholséiure sehr schén; nimmt man 
dagegen zu derselben Menge Cholsiure 25 ccm einer mehr 
konzentrierten Salzsiure, von 38°/o, so erhilt man keine oder 
jedenfalls keine typische Reaktion. Die Farbe wird nur gelb- 
griin oder bliiulich-griin mit rotem Farbenton. Nimmt man 
dagegen eine grdfere Menge Cholsaéure, z. B. 0,5 g, auf 
25 ecm der konzentrierten Séure, so gelingt die Reaktion; 
die Farbe ist aber weniger blau und mehr rotviolett oder 
etwas mehr purpurihnlich. Verwendet man auf je 25 ccm 
der verdiinnten Salzséure (von 25°/o) eine kleine Menge Chol- 
siiure, 0,020—0,015 g, so bleibt die Reaktion aus; die Farbe 
wird nur gelblich oder gelblich-griin. Mit einer Salzsiure 
von 17—15°/o, die ich allerdings nur ein paar Mal versucht 
habe, erhielt ich keine Reaktion, ich habe jedoch die Frage 
nach der besten Relation zwischen Cholséure und Salzséure 
nicht weiter verfolgt, da ich mit einer Salzséure von 25°/o 
und gegen 0,1 g Cholséure immer eine sehr schéne Reaktion 
erhielt. 

Um den Verlauf der Reaktion unter solchen Verhilt- 
nissen zu zeigen, will ich hier ein Beispiel anfiihren. 

0,087 g Cholsaiure (krystallalkoholhaltig) wurden mit 
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25 eem Salzséure (25°/o) einige Male geschiittelt und dann 
bei Zimmertemperatur stehen gelassen. Es léste sich nur ein 
Teil der Siiture und nach 1 Stunde war die Farbe nur griinlich- 
gelb. Nach 5 Stunden war die Probe schwach_ blauviolett, 
etwas miBfarbig. Es wurde nun filtriert und das klare Filtrat 
hatte eine eigentiimliche, griinliche aber gleichzeitig rotviolette 
Farbe. Nach 8 Stunden war die Probe triibe aber schin 
blauviolett. Nach 24 Stunden wurde der Niederschlag ab- 
filtriert, und das klare Filtrat, welches eine prachtvoll blau- 
violette Farbe hatte, zeigte sehr schdn das obenerwiihnte 
Absorptionsband im Spektrum. Ks triibte sich von neuem und 
nach insgesamt 48 Stunden wurde wiederum filtriert. Das 
klare Filtrat war fortwahrend sehr schon blauviolett, jedoch 
mit einem Stich in Blaugriin. Nach ingesamt 3 Tagen neue 
Filtration. Das Filtrat griinblau, im  durchfallenden Licht 
etwas rotlich. Nach 4 Tagen war das Filtrat mehr griinlich 
mit starker rotem Farbenton; nach 5 Tagen griin mit noch 
sichtbarem Spektralband; nach 7 Tagen gelb. 

Erwiirmt man die Probe gelinde nach dem EKintragen 
der Cholsiure, so list sich etwas mehr Cholsiiure, die Reaktion 
tritt friiher auf und kann ebenso schén wie bei Zimmer- 
temperatur werden. Man kann aber auch bei etwas unvor- 
sichtiger Arbeit ein weniger schones Resultat erhalten, und 
iiberhaupt habe ich keine besonderen Vorteile von dem Er- 
wiirmen gesehen. Da die Reaktion bei Zimmertemperatur so 
leicht und gut gelingt, habe ich jedoch keine Ursache gehabt, 
die Wirkung des Erwiirmens mehr eingehend zu priifen. 

Aus dem nun Mitgeteilten ist es némlich ohne weiteres 
ersichtlich, daB die Reaktion keine empfindliche ist, welche 
ihre weitere Ausarbeitung als Reagenz auf Gallensiure 
wiinschenswert machte. Hierzu kommt noch, daf sie nicht 
eine allgemeine Reaktion auf Gallensdéure ist, indem néamlich 
nicht alle Cholalsduren dieselbe geben. Gerade in diesem Ver- 
halten liegt wohl auch das Wesentliche, welches dieser Reaktion 
ein gewisses Interesse verleiht. 

Schon in dem vorigen Aufsatze habe ich erwahnt, daB 
aufer der gewohnlichen Cholsaure auch die a-Phocaecholséure 
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der Wallrofigalle eine ahnliche Reaktion — und zwar fast noch 
schoner — gibt. Die a-Scymnolschwefelséure (der Haifisch- 
galle) und das entsprechende a-Scymnol geben ebenfalls diese 
Farbenreaktion. Dagegen gibt die B-Phocaecholalsaure dieselbe 
nicht und ebensowenig habe ich sie mit der Latschinoffschen 
Choleinsiiture oder der Myliusschen Desoxycholsaure erhalten. 

Von der Choleinsaéure habe ich nur ein einziges Praparat, 
welches ich (in kleiner Menge) aus frischer Rindergalle er- 
halten hatte und welches sowohl die Krystallform wie den 
Schmelzpunkt (186—187° C.) der reinen Choleinséure zeigte, 
untersucht. Diese Saure gab unter keinen Umstinden die 
fragliche Reaktion. In derselben Weise verhielt sich die Des- 
oxycholsiiure, von der ich zwei verschiedene Praparate unter- 
sucht habe. Das eine hatte Herr Professor Pregl vor einigen 
Jahren mir freundlichst zugesandt, das andere hatte ich aus 
frischer Rindergalle, in welcher sie in viel gréferer Menge als 
die Choleinsiure vorkam, selbst dargestellt. Beide Praparate 
waren aus Alkoholather krystallisiert und hatten den von Preg! 
angegebenen Schmelzpunkt 153—155° C. Das Verhalten 
anderer Cholalsiiuren habe ich noch nicht untersucht; die bis- 
herigen Beobachtungen zeigen aber, dafi man je nach ihrem 
Verhalten zu verdiinnter Salzsiure zwei Gruppen von Cholal- 
siiuren unterscheiden kann. 

Die Veriinderung, welche die Cholséiure bei der nun be- 
schriebenen Farbenreaktion unterliegt, habe ich noch nicht 
niher verfolgt. Wie oben erwahnt, triibt sich die filtrierte 
Lésung wiederholt, und es scheidet sich hierbei eine amorphe, 
flockige Fiallung aus. Diese Fallung gibt fortwahrend die 
Pettenkofersche Reaktion, aber nicht die Myliussche Jod- 
cholséureverbindung. Sie lést sich leicht in Wasser mit Hilfe 
von ein wenig Alkali oder Ammoniak und sie gibt ein Baryum- 
salz, welches in Wasser sehr schwer léslich, viel schwerlds- 
licher als das der Cholsdure ist. 


























Die Formoltitration der Aminosduren im Harne. 
Vorliufige Mitteilung. 
Von 
Dr. H. Malfatti. 





(Der Redaktion zugegangen am 8. August 1909.) 


In der Zeitschrift fiir analyt. Chemie, Bd. XLVII, S. 273, 
habe ich eine Methode beschrieben, um im Harne das Ammoniak 
mit fiir klinische Zwecke ausreichender Genauigkeit zu be- 
stimmen') und zwar in der Weise, dafi in dem stark ver- 
diinnten Harn die tibliche Aciditatsbestimmung vorgenommen, 
dann nach dem Eintritt der Neutralitéit Formol zugefiigt und 
bis zum neuerlichen Auftreten des Farbenumschlags (Phenol- 
phthalein) weiter titriert wird. Dabei ergab sich bei normalen 
Harnen eine auffallend gute Ubereinstimmung der nach Schlé- 
sing (und durch Vakuumdestillation, nicht aber nach Folin) 
erhaltenen Ammoniakwerte, mit den durch Formoltitration ge- 
fundenen. Nur in einem Falle zeigte der Harn eines an Cholan- 
gitis leidenden Patienten recht merkliche Differenzen zwischen 
den beiden Bestimmungsmethoden, die ich auf die Anwesenheit 


von Aminosauren zuriickfiihren muBte. 

Spéter habe ich noch mehrfach im Harne von Leberleidenden und 
in einem Falle von Typhus dieselbe Erscheinung beobachtet. Normale 
Harne habe ich nur mehr in wenigen Fallen daraufhin untersucht und 
stets die gute Ubereinstimmung zwischen Formoltitration und direkter 
Ammoniakbestimmung gefunden. Ich bemerke das hier, da ich einer brief- 
lichen Mitteilung von Hr. L. de Jager, Stiens, Niederland, entnehme, dah 





*) Die Prioritat fiir den Vorschlag hat mit vollem Recht A. Ronchése 
reklamiert. Es ist iiberfliissig, zu bemerken, dafi ich meine Arbeit ganz 
unabhangig von Ronchése durchgefihrt habe; sie war schon lange ein- 
gesendet, ehe die ersten Referate von Ronchéses Arbeiten in deutschen 
Zeitschriften erschienen. An dem ausnahmsweise verspateten Erscheinen 
meiner Arbeit 1. c. bin ich nicht schuld. 
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er so giinstige Resultate nicht erzielen konnte. Es ist sehr méglich, ja 
eine Reihe von Angaben in der Literatur lassen es héchst wahrschein- 
lich erscheinen, daf§ Klima, Lebensweise und Rasse in verschiedenen 
Landstrichen bedeutende Unterschiede bedingen, und dafs der «normale» 
Harn in bezug auf Aciditét, auf Phosphat- oder Ammoniakgehalt usw. 
und vielleicht auch in bezug auf Gehalt an Aminosduren recht ver- 
schiedene Mittelwerte zeigt. Um ein Beispiel anzufiihren, sind hier in 
Innsbruck normale von Phosphaten triibe (alkalische) Harne, die in 
manchen Publikationen als pathologisch bezeichnet werden, an der Tages- 
ordnung; Harne, in denen die Aciditaét héher ist, als dem gesamten 
Phosphorsauregehalt entspricht, sind selten, andernorts scheinen die Ver- 
hiltnisse gerade umgekehrt zu liegen (cf. H. Dreser, Elberfeld, Uber Harn- 
Aciditét. Hofmeisters Beitr. Bd. VI, S$. 177). Vielleicht hangt es auch 
damit zusammen, dafs es hier nahezu unmdglich ist, einen Fall von echter 
Gicht zur Beobachtung zu bekommen. 

Da es nun gelungen war, in pathologischen Harnen eine 
auf Anwesenheit von Aminosiuren zuriickzuftihrende Differenz 
zwischen Formoltitration und sonstiger Ammoniakbestimmung 
festzustellen, lag es nahe, auch in solchen Harnen, welche sich 
«normal» verhielten, mit Hilfe der Formolreaktion kleine Mengen 
von Aminosiiuren, besonders von Glykokoll, aufzusuchen, denn 
es war ja moglich, daB die gute Ubereinstimmung zwischen 
dem auf verschiedenem Wege erzielten Ammoniakwerte da- 
durch bedingt wurde, daf die Empfindlichkeit der Aminosauren 
fiir Formaldehyd in so verdiinnter Losung nur eine sehr ge- 
ringe ist, sodafh bemerkliche Mengen davon der Formoltitration 
entgehen konnten. Nach den Angaben von SchiffundSoerensen 
ist das geradezu zu erwarten. 

Einige aufklarende Versuche, die ich damals anstellte, 
hatten mir aber ein ganz anderes, durchaus befriedigendes 
Resultat ergeben, wenigstens insoweit Glykokoll, die fiir den 
normalen Harn wichtigste Aminosaure, in Betracht kam. Ich 
habe naémlich Harn und Aminosaurel6sungen in der Weise 
titriert, daB ich die fiir Phenolphthalein neutrale Losung mit 
3 ccm neutralen Formols (bei ammoniakreichen Harnen auch 
mehr) versetzte und weiter titrierte, bis wieder Neutralitit 
eintrat; dann wurde wieder 1 ccm Formol zugesetzt, und wenn 
dadurch ein Farbenumschlag nach der sauren Seite eintrat, 
wieder weitertitriert und so fort, bis endlich weiterer Formol- 
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zusatz keinen Farbenumschlag hervorrief. Bei unverdiinnten 
Loésungen von Aminosduren und bei normalen Harnen trotz 
der Verdiinnung (10: 60) war die Reaktion gewoéhnlich schon 
nach den ersten Formolzusaétzen beendigt. Wenn aber stark- 
gewiisserte Aminosiurelésungen titriert wurden, oder Harne, 
welche neben Ammoniak auch diese Koérper enthielten, dann 
muBte die nachtrigliche portionsweise Formolzugabe vielmal 
wiederholt werden, bis endlich definitive, und dann oft noch 
schwer erkennbare Neutralitaét eintrat. Dieses verzigerte Auf- 
treten der Endreaktion kann geradezu als Probe auf die An- 
wesenheit von Aminosaduren in grdferer Menge in_ patholo- 
gischen Harnen benutzt werden. 

Die Versuche ergaben nun, dab stirkere Losungen von 
Aminosauren sich mit Formol leicht und gut titrieren lassen, 
ebenso verdiinnte LOsungen nach Zusatz des gleichen Volumens 
Alkohol. Verdiinnung der Stammldsung mit Wasser (10 : 60) 
hatte bei Glykokoll keinen namhaften Einflu{ auf das End- 
resultat, nur mufte eben in der oben beschriebenen Weise 
viel Formol nachgegeben werden. Bei Alanin wurden noch 
halbwegs befriedigende Werte erhalten, bei Valin, Leucin, Tyro- 
sin und einem Aminosiiurengemisch aus Eiweili waren die Re- 
sultate nicht befriedigend. 

Wie weit die Moéglichkeit des Nachweises reicht, mige 
folgender Versuch zeigen. 0,1 g Glykokoll (Mercksches Prii- 
parat ohne Trocknung oder sonstige Vorbereitungen) wurde 
in 100 ccm Wasser gelést. 10 ccm dieser Loésung, die der 
Theorie nach 1,87 mg Aminostickstoff enthalten sollte, mit 
Formol titriert verbrauchte 1,7 und 1,8 ccm der " 14-Lauge 
entsprechend 1,75 mg Stickstoff. Dieselbe Menge der Losung mit 
50 ccm Wasser verdiinnt verbrauchte 1,7 und 1,7 ccm Lauge. 

Ein ziemlich hellgefairbter, sehr schwach saurer und 
ammoniakarmer Harn von 1,019 spez. Gew. verbrauchte fiir 
10 cem, die mit 50 cem Wasser verdiinnt wurden 1,9 ccm Lauge 
zur Formoltitration (im unverdiinnten Zustande verbrauchte 
dieser Harn ebensoviel Lauge, jedoch bei sehr unsicherer Ab- 
lesung). Je 10 ccm dieses Harns wurden mit 10 ccm der 
obigen Glykokollésung versetzt und nun direkt oder nach dem 
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Verdiinnen mit 40 ccm Wasser titriert. Bei bester Uberein- 
stimmung der Kontrollbestimmungen wurde in beiden Fallen 
ein Laugeverbrauch von 3,6 ccm beobachtet, sodafi sich fiir 
das absichtlich zugesetzte Glykokoll auch hier ein Laugever- 
brauch von 1,7 cem berechnet. 

Dieser Versuch wurde mit gleichem Resultat an mehreren 
Harnen wiederholt: bei stark sauren, dunkeln und ammoniak- 
haltigen Harnen, die selbst im Verdacht stehen muften, Amino- 
siiuren zu erhalten, wurden entsprechend den Schwierigkeiten 
einer genauen Endablesung Fehler bis zu 0,5 ccm ®/14-Lauge 
beobachtet: aber selbst fiir die ungiinstigsten Falle muf das 
Ergebnis der Versuche dahin zusammengefafit werden, dab 
10 mg Glykokoll (= 1,7—1,8 mg Stickstoff) in 60 ccm Reaktions- 
fliissigkeit nicht iibersehen werden konnen. 

Dieses Resultat ist durchaus kein gliinzendes: denn es 
miiSte ein Harn in ungtinstigen Fallen 0,1°/o Glykokoll ent- 
halten, um bei der eben beschriebenen Titrationsmethode eine 
halbwegs genaue Bestimmung zuzulassen. Wenn es aber ge- 
lang, die Titration im unverdiinnten oder im eingedampften 
Harn vorzunehmen, so konnte die Empfindlichkeit wohl be- 
deutend gesteigert werden. Darum versuchte ich Harne nach 
Schlésing oder im Vakuum unter den verschiedensten Modi- 
fikationen (besonders auf Zusatz von Bleiacetat) vom Ammoniak 
zu befreien und den filtrierten Riickstand mit Formol zu ti- 
trieren. Die Versuche ergaben, daf in allen «normalen» Harnen 
diese Riickstaénde etwas formoltitrierbare Substanz enthielten 
entsprechend 2—6 mg Stickstoff fiir 100 cem Harn; in patho- 
logischen Harnen (es wurde nur der eingangs erwihnte Ty- 
phusfall untersucht mit 13—14 mg Reststickstoff) fand sich 
bedeutend mehr. Die Unannehmlichkeit der Versuche und ihre 
ganz unsicheren Resultate — so zeigte z. B. derselbe Harn, der 
wiihrend des Versuches etwa auf die Halfte eingedunstet war, 
fast den gleichen Wert wie der nicht konzentrierte Harn — ver- 
anlaften mich, die weitere Verfolgung der Frage abzubrechen. 
Nur ein Resultat scheint erwahnenswert. Wurde namlich ein 
Harn in beschriebener Weise untersucht und dann nach 1-—2- 
tiigigem Stehen oder nach 18—14tagigem Aufbewahren unter 
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Toluol derselben Probe unterworfen, so zeigte sich die Menge 
der formoltitrierbaren Substanz um das 3—4fache vermehrt. 

Die Versuche hatten das eine Ergebnis geliefert, dab 
Aminosiiuren, besonders Glykokoll, in den untersuchten nor- 
malen Harnen vielleicht vorkommen, aber jedenfalls nur in recht 





geringen Mengen. 

Da erschien die Arbeit von V. Henriques: «Uber quan- 
titative Bestimmung der Aminosiuren im Harne» (Diese Zeit- 
schrift, Bd. LX, S. 1), aus welcher sich ergibt, daf einerseits 
die Aminosiuren im Harne mit hochgradiger Genauigkeit aus 
der Differenz zwischen den Werten der Ammoniakbestimmung 
und der von Soerensen angegebenen Formoltitrierung be- 
stimmbar seien, anderseits dafB der Gehalt an Aminostickstoff 
im normalen Harn bei gemischter Kost ganz unerwartet hoch 
sei. Der Gehalt der von Henriques untersuchten Harne an 
Glykokoll berechnet sich auf ungefaéhr 0,2°/o. 

Nun erscheint allerdings die von Henriques angewandte 
Methode nicht einwandsfrei; es geht nicht an, den auf Lack- 
musneutralitat gebrachten Harn mit Phenolphthalein weiter 
zu titrieren, sonst wird die ganze Laugenmenge, welche der 
lackmusneutrale Harn braucht, um auch ohne Formolzusatz 
phenolphthaleinneutral zu werden, falschlich den Ergebnissen 
der Formoltitration zugemessen. 

Folgendes Beispiel mége das zeigen. Der Harn eines 
gesunden, nur fiir sein Alter zu fetten Mannes zeigte das spe- 
zifische Gewicht 1,029, ziemlich dunkle Farbe und setzte schon 
nach kurzem Stehen reichliche Harnsaurekrystalle ab. Auf 
100 cem Harn berechnet betrug die Aciditaét 143 mg Salzsiure, 
der Ammoniakstickstoff nach Schlésing bestimmt 42,8 und 
42,0 mg, nach der Formoltitration (10 : 60 verdiinnt) aber 38, 
39 und 41 mg. Dieser Harn wurde nach Henriques mit Baryum- 
hydrat und -chlorid vorbehandelt. Die erhaltene Losung zeigte 
auf 100 cem Harn berechnet 41,5 mg Ammoniakstickstoff nach 
Schlésing. Die Formoltitration wurde so vorgenommen, dal 
zuerst zu der lackmusneutralen Fliissigkeit Lauge zugegeben 
wurde (12,5 ccm fiir 100 Harn), bis die Phenolphthaleinneutra- 
litat erreicht war, dann erst wurde Formol zugefiigt und weiter 
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titriert. Nun ergab sich in bezug auf den ersten Neutralitits- 
punkt (Lackmus) eine durch Formol titrierbare Stickstoffmenge 
von 52,5 mg, in bezug auf den zweiten (Phenolphthalein) eine 
solehe von 40,5 mg. 41,5 ist aber die nach Schlosing er- 
mittelte Ammoniakmenge. Fir den ersten Fall mubte man 
dem Harn einen Glykokollgehalt von 0,06°/o zusprechen, im 
letzteren Falle zeigte die Formoltitration ein Defizit von 1 mg 
Stickstoff, was ganz den im unvorbereiteten Harn ermittelten 
Verhiltnissen entspricht. 

Ich habe in diesem Falle die Formoltitration nach der 
mir gewohnten Methode mit "/14-Lauge und unter Beobachtung 
des eben eintretenden Farbenumschlags durchgefiihrt, nur die 
Verdiinnung erschien infolge der Vorbehandlung unnotig. In 
zwei andern Fiillen verwendete ich die Methode von Soerensen, 
die gleichartige Differenzen aufwies; doch erscheinen mir diese 
Resultate, wohl infolge mangelnder Ubung, vielleicht auch in- 
folge der besonderen Verhialtnisse im Harn, viel unsicherer. 

Da in dem mit Baryumchlorid und -hydrat vorbehandelten 
Harn?) die Notwendigkeit einer Verdiinnung mit Wasser vor 
der Formoltitration wegfallt, ist also die Methode von Hen- 
riques, richtig durchgefiihrt, eher imstande, kleine Mengen 
von Aminosiuren im Harn nachzuweisen als die direkte For- 
moltitrierung im Harn. Trotzdem hat sich in dem oben er- 
wiihnten Falle Aminostickstoff nicht nachweisen lassen. 

Ein recht miflicher Umstand ist es auch, dafi bei allen 
diesen Methoden die Aminosiuren aus der Differenz der Formol- 
titration und einer Ammoniakbestimmung berechnet werden 
miissen. Ich habe daher versucht, die Aminosduren im Harn 
direkt mit Formol zu titrieren, nachdem das Ammoniak ent- 
fernt war und zwar nicht wie in den friiher erwiéhnten Ver- 
suchen durch Abdunstung, sondern durch Fallung. Quecksilber- 
salze haben niimlich, wie bekannt, die Fahigkeit, in neutraler 
oder schwach alkalischer L6sung Ammoniak selbst in gréfter 
Verdiinnung zu fallen. Aminoséuren jedoch, besonders die 


1) Es ist mir aufgefallen, daf§ solche Harne stets etwas weniger 
Ammoniak enthielten als der native Harn, wahrscheinlich infolge Abschei- 
dung von etwas Ammoniummagnesiumphosphat. 
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kohlenstoffarmen, werden nicht gefillt, ja sie l6sen sogar frisch 
gefiilltes Quecksilberoxyd mit Leichtigkeit auf. 

In wiisseriger LOsung ist es somit leicht, Ammoniak und 
Aminosiiuren zu trennen, im Harn aber scheint die Reaktion 
etwas weniger glatt zu verlaufen, doch scheint mir vorliufig fol- 
gende Versuchsanordnung recht brauchbare Resultate zu geben. 

In etwa 50 ccm des Harns werden je nach der vorhandenen 
Ammoniakmenge 2—4 g Quecksilberchlorid gelést, und dann in 
kleinen Portionen gepulvertes kohlensaures Natron eingetragen, 
bis sich eben merkliche alkalische Reaktion auf Lackmuspapier 
zeigt. (Stiirkerer Zusatz von Soda oder andern Alkalien etwa bis zur 
Rétung von Phenolphthalein hat merkwiirdigerweise in wiisse- 
riger L6sung keine, im Harn aber sehr bedeutende Glykokoll- 
verluste zur Folge.) Die entstandene Fiillung wird abfiltriert, 
das Filtrat rasch mit einigen Tropfen Eisessig versetzt (da es 
sonst beim Entweichen der geldsten Kohlensiure sich stark triibt) 
und nun mit Schwefelwasserstoff das iiberschiissige Quecksilber 
daraus entfernt. Von dem entstandenen Quecksilbersulfid wird 
wiederum abfiltriert und eine gemessene Menge des Filtrates 
— die man ohne besonderen Fehler demselben Volumen des 
urspriinglichen Harnes gleichsetzen kann — der Formoltitra- 
tion zugefiihrt, nachdem man daraus die Kohlensiiure und den 
Schwefelwasserstoff durch Erwiirmen, am besten unter Luft- 
durchleiten entfernt hat. 

In einigen Fiillen habe ich auch den Schwefelwasserstolf 
samt andern Harnbestandteilen durch gepulvertes essigsaures 
Blei, und dieses wiederum durch Soda entfernt; die Titration 
wird dadurch bedeutend erleichert, ohne dafi die gréfere Um- 
stindlichkeit des Verfahrens nachweisbare Glykokollverluste 
ergeben hitte. 

Da die Titration trotz der Klérung des Harns Schwierig- 
keiten aufweist, verfuhr ich so, daB zuerst die gesamte Fliis- 
sigkeit mit Phenolphthalein versetzt und durch tropfenweise 
Zugabe erst starker, dann verdtinnter Kalilauge soweit neutra- 
lisiert wurde, bis eben ein deutlich merkbarer Farbenumschlag 
eintrat. Dann wurde die Fliissigkeit in zwei ganz gleiche Becher- 
gliischen verteilt, so dali beide Proben die gleiche Farbennuance 
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zeigten und gegenseitig als Kontrollprobe verwendet werden 
konnten, indem erst eine Probe mit Formol versetzt und fiir den 
Fall, daf Entfarbung auftrat, mit "/14-Lauge titriert wurde, bis 
die Farbennuance der zweiten Probe erreicht war, worauf dann 
die zweite Probe unter Formolzusatz bis zur Nuance der ersten 
titriert wurde. Das verwendete Formol diente gleichzeitig zum 
Auswaschen des urspriinglich verwendeten Becherglases. 

Die Brauchbarkeit der Methode wurde gepriift, indem zu 
Harnen teils Chlorammonium, teils Aminosiiuren (0,05 g Gly- 
kokoll auf 50 Harn) zugesetzt, und die Resultate mit den im 
Harn ohne Zusatz erhaltenen verglichen wurden. Es stellte 
sich heraus, dafS Ammoniak in vollstéindig befriedigender Weise 
aus dem Harn entfernt wird. In bezug auf die quantitative 
Glykokollbestimmung sind die Resultate weniger befriedigend. 
Auf 100 Harn berechnet sollten 17—18 mg Glykokollstickstoff 
gefunden werden; gefunden wurden 13—16 mg, in den zuletzt 
ausgefiihrten Bestimmungen allerdings immer 15—16 mg. Viel- 
leicht riihren diese Verluste her von den Schwierigkeiten des 
Vergleiches mit dem Ergebnis der Titration im urspriinglichen, 
also ganz oder fast glykokollfreien Harn, méglicherweise kommt 
auch eine Absorption des Glykokollquecksilbers an den starken 
Niederschlag oder gar Oxydation durch die Quecksilbersalze 
in Betracht. 

Daraus ergibt sich, dafi die Methode, auf den Harn an- 
gewandt, nicht absolute, wohl aber recht gute Vergleichswerte 
liefern kann und daf ihre Empfindlichkeit auf 3—4 mg Gly- 
kokollstickstoff fiir 100 Harne geschatzt werden darf. 

Was nun die Resultate anbelangt, die ich an normalen 
Harnen gefunden habe, so sei bemerkt, daf Doppelanalysen 
am gleichen Harn befriedigend iibereinstimmen. Sonst aber 
scheinen eine Reihe von Einfliissen, speziell die Ernahrung, 
starken Einflu$8 zu tiben. So fand ich im Morgenharn einer 
gesunden Person kein sicher nachweisbares Glykokoll, d. h. 
Formol erzeugte zwar einen geringen Farbenumschlag, aber 
einige Tropfen Lauge waren mehr als ausreichend, die Fairbung 
wiederherzustellen. Am selben Tage nachmittags aber ent- 
hielt der Harn, auf 100 cem berechnet, 16,5 mg formoltitrier- 
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bare Substanz, eine Menge, die sonst nur in pathologischen 
Harnen anzutreffen war. An andern Tagen konnte eine solche 
Differenz nicht nachgewiesen werden. 

Durch mehrfache Versuche sicher gestellt ist aber die 
Beobachtung, dafi der Harn beim Aufbewahren Glykokoll neu 
bildet. Folgende Versuchsreihe zur Bestatigung. Ein sehr lichter, 
schwachsaurer und ammoniakarmer Harn (Aciditét 41,7 mg HC], 
Ammoniakgehalt 24,3 mg in 100 Harn) gab mit Quecksilber be- 
handelt und formoltitriert kein Resultat, d. h. Formol brachte 
keine deutliche Farbanderung hervor und ein Tropfen der Lauge 
stellte die Fiarbung wieder her. Derselbe Harn tiber Nacht 
unter Toluol bei 30° aufbewahrt, verbrauchte 2,8 ccm der ®/14- 
Lauge, nach 14 Tagen unter Toluol aufbewahrt 8,66 ccm, und 
beim offenen Stehen im Zimmer, bis er eben anfing gegen Lack- 
mus alkalisch zu reagieren, 9,6 ccm, berechnet auf 100 ccm Harn. 

Ob die so entstehende formoltitrierbare und durch Queck- 
silber nicht fallbare Substanz, ja ob auch die entsprechende 
Substanz des normalen Harns Glykokoll ist oder nicht, mub 
dahingestellt bleiben. 











Uber den Cholesteringehalt der Lumbalfliissigkeit einiger 
Geisteskrankheiten. 


(Progressive Paralyse, Epilepsie, Dementia praecox.) 
Von 
Dr. Giacomo Pighini. 


(Aus dem wissenschaftlichen Laboratorium des psychiatrischen Instituts von Reggio Emilia.) 
(Der Redaktion zugegangen am 5. August 1909.) 


Es ist mir nicht bekannt, dai unter den Bestandteilen 
der Spinalfliissigkeit des normalen Menschen das Cholesterin 
je gefunden worden sei; es wird wenigstens meines Wissens 
von keinem Schriftsteller erwahnt. Es fehlen auch, soviel ich 
weil, Untersuchungen tiber diese Substanz in der Spinalfliissig- 
keit von Kranken. 

Ich habe mich deshalb bemiiht, eine Reihe von Unter- 
suchungen dariiber anzustellen, welche zunachst die Spinal- 
fliissigkeit der normalen, dann die von nerven- oder geistes- 
kranken Menschen betreffen. 

Meine Methode war folgende: 

25 ccm Lumbalfliissigkeit werden in einem Scheidetrichter 
wiederholt mit Ather extrahiert. Der nach Verdunsten des Athers 
verbleibende Riickstand wird in siedendem absoluten Alkohol 
gelést und nach dem Ritterschen!) Verfahren verseift. Die 
Verseifung gelingt ebenso gut in Benzol, wenn man kleine 
Stiicke Natrium und so viel absoluten Alkohol hinzufiigt, bis 
sie ganz aufgelist sind. Nach 3- bis 4stiindigem Sieden am 
RiickfluBkiihler filtriert man und wiascht nun die filtrierte Benzol- 
ldsung so oft mit destilliertem Wasser, bis sie nicht mehr 
alkalisch reagiert. Die Benzoll6sung wird dann langsam ver- 
dunstet, der Riickstand in Alkohol gelést, und die Losung zum 
Sieden erhitzt, waihrend man noch so viel Wasser tropfenweise 
zugieft, bis sie triibe wird. Sie wird dann wieder durch einige 
Tropfen Alkohol geklart, warm filtriert, auf ein kleines Volumen 
gebracht und langsam abkiihlen lassen. Die alkoholischen 


') Diese Zeitschrift, Bd. XXXIV. 
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Riickstinde, die man mit der einen oder der anderen Methode 
gewinnt, enthalten oft auBer dem gesuchten Cholesterin auch 
noch andere Substanzen, welche die Krystallisation und die 
Abscheidung derselben hindern. Es ist also notwendig, die 
siedende alkoholische Lésung mit Bleizucker zu behandeln, 
der viele dieser Substanzen niederschligt. Das Filtrat wird 
entbleit, zu kleinem Volumen verdunst, und das Cholesterin 
durch Umkrystallisieren aus gewohnlichem Alkohol gereinigt. 
Wenn es im einzelnen Falle nicht méglich war, eine krystalli- 
sierte Masse zu erhalten, loste man den Riickstand in Chloroform 
und versuchte die Liebermannsche Cholestolreaktion. Wenn 
dies positiv ausfiel, war festgestellt, daf ein ganz kleines Quantum 
Cholesterin in der untersuchten Fliissigkeit vorhanden war. 
Ich habe zuerst vier Individuen untersucht, die als physisch 
normal gelten kénnen; zwei Falle von moralischem Irresein, 
ferner zwei seit liingerer Zeit gesunde Alkoholiker — alle in vor- 
ziiglichem Gesundheitszustande. Bei keinem derselben habe ich 
das Vorhandensein von Cholesterin in der Lumbalfliissigkeit 
feststellen kOnnen. Ich habe dann in 25 Fallen progressiver 
Paralyse auf Cholesterin untersucht, ferner in 22 Fiillen von 
Epilepsie, in 28 Fallen von Dementia praecox, in 3 Fiillen von 
manisch-depressivem Irresein, in 3 Fillen von Pellagra, in 
2 Fallen von apoplektischer Demenz und in 3 Fallen von Alko- 
holismus, nachdem ich mich vorher tiberzeugt hatte, da alle, 
die Paralytiker ausgenommen, von Syphilis ganz frei waren. 
Ich gebe eine Ubersicht tiber die erhaltenen Resultate 


in folgender Tabelle: 





Cholesterin in der Lumbal- 





Bemerkungen caitetl 
fliissigkeit 
Normal: 
1. B.S. Alkoholiker, seit vielen Jahren 0 
gesund 
2. M. P. Geheilter Alkoholiker mit mo- 0 
ralischem Irresein 
3. F.D. Moralisches Irresein 0) 


4. M.B. Moralisches Irresein 0 
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fliissigkeit 





| 


Bemerkungen 
| 





Progressive Paralyse: 





1. C.V. Floride Paralyse seit einem Zahlreiche Krystalle. 
Jahre Starke Cholestolreaktion. 
2. Z. A. Alte Paralyse, seit sechs Jahren Kein Krystall. 
Syphilis Schwache Cholestolreaktion, 
3. A.P. Alte Paralyse in Remissions- 0 
periode 
t. G.G. Alte Paralyse in vollstandiger Kein Krystall. 
Demenz Evidente Cholestolreaktion. 
d. A.S. Floride Paralyse Zahlreiche Krystalle. 
6. Z.E. Paralyse im Demenzstadium Kein Krystall. 
Evidente Cholestolreaktion. 
7. B.E. Floride Paralyse seit zwei Zahlreiche Krystalle. 
Jahren 
8. B.C. Floride Paralyse seit drei Zahlreiche Krystalle. 
Jahren 
9. L. QO. Floride Paralyse Zahlreiche Krystalle. 
10. C.Q. Alte Paralyse Kein Krystall. 
Evidente Cholestolreaktion. 
11. G.E. Alte Paralyse im Demenz- 0 
stadium 
12. B.E. Alte Paralyse im Demenz- 0 
stadium 
15. M. V. Paralyse seit fiinf Jahren Einige Krystalle. 
Scharfe Cholestolreaktion. 
14. G.A. Paralyse mit haufigen apo- Kein Krystall. 
plektiformen Anfallen 
15. V.V. Paralyse, seit einigen Monaten Kein Krystall. 
in Remissionsperiode Evidente Cholestolreaktion. 
16. S.A. Floride Paralyse seit einem Zahlreiche Krystalle. 
Jahre 
17. L.A. Floride Paralyse Zahlreiche Krystalle. 
18. F.A. Alte Paralyse Kein Krystall. 
Bedeutende Cholestolreaktion. 
19. L.R. Paralyse seit drei Jahren Krystalle in mittlerer Menge. 
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Fortsetzung. 
| Cholesterin in der Lumbal- 
flissigkeit 








Bemerkungen 





20. C.S. Floride Paralyse seit vier 
Jahren 

21. C.A. Floride Paralyse Kein Krystall. 

Lebhafte Cholestolreaktion. 


Zahlreiche Krystalle. 


9) ~ rea . 9 ive anile “7a ‘ - 
22. S8.B. Paralyse mut haufigen epilepti Zahlreiche Krystalle. 
formen Anfillen 
23. P.F. Paralyse seit fiinf Jahren Einige Krystalle. 
Scharfe Cholestolreaktion. 


24. L.B. Floride Paralyse seit drei | a a ee 
| Zahlreiche Krystalle. 





Jahren 
25. G.G. Floride Paralyse Zahlreiche Krystalle. 
Epilepsie: 
1. L.O. Seltene Anfille, mifige psy- 0 
chische Zustiande 
2. P.S. Anfalle, serienweise mit langen Kein Krystall. 
Zwischenperioden Schwache Cholestolreaktion. 
3. G.E. Tagliche Anfille, epileptische Zahlreiche Krystalle. 
Demenz 
4. B.B. Téagliche Anfille Krystalle in mafiiger Anzahl. 
5. B.P. Seltene Anfille, epileptische 0 
Demenz 
6. C.G. Jugendliche Paralyse und Jak- 0 
sonsche Epilepsie | 
7. G.R. Epileptische Idiotie Zahlreiche Krystalle. 
8. B. E. Epileptische Idiotie, zahlreiche Kein Krystall. 


tigliche Anfille 
9. G.S. Seit mehreren Tagen zahl- 
reiche Anfalle 
10. G.E. Epileptiker — Idiot Seltene Krystalle. 
Scharfe Cholestolreaktion. 


Viele Krystalle. 


11. G.F. Epileptiker im Demenzstadium, 


seltene Anfille ’ 
12. P.G. In Remissionsperiode 0 
13. G.L. Hat seit langem keinen Anfall, 0 





Besserung 
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| Cholesterin in der Lumbal- 
Bemerkungen 





| fliissigkeit 
14. P.A. Epileptische Demenz, haufige | Seltene Krystalle. 
Anfille Scharfe Cholestolreaktion. 
15. M.D. Epileptische Idiotie, seit emigen | Zahlreiche Krystalle. 
lagen eine Reihe von Anfallen | 
16. C.N. Haufige Schwindelerschei- | Wenige Krystalle. 
nungen, seltene Anfiille | Evidente Cholestolreaktion. 
17. C.E. Epileptische Demenz, seltene | 0 
Anfialle 
18. BLY. Haufige Anfalle von psychischer | Kein Krystall. 
Epilepsie, die krampfhaftenAn- | gchwache Cholestolreaktion. 
falle sind selten 
19. M.N. Seltene Anfialle Kein Krystall. 
Evidente Cholestolreaktion. 
20. B.A. Seltene Anfalle, Intelligenz noch | 0 
ziemlich gut erhalten. 
21. S.G. Epileptiker in Demenz | Kinige Krystalle. 
Scharfe Cholestolreaktion. 
22. S.E. Epileptische Demenz | 0 


Dementia praecox: 


|. P.P. Katatoniker seit drei Jahren | Kein Krystall. Sehr schwache 
| Cholestolreaktion. 


¥Y L.F. Paranoiker in Demenz seit | 0 
mehreren Jahren 


3. B.E. Paranoiker in Demenz_ seit | 0 
mehreren Jahren 
4. F. J. Schlufperiode von Demenz 0 
5. F.L. Katatoniker seit drei Jahren | Zahlreiche Krystalle. 
6. S.D. Katatoniker seit vier Jahren | Zahlreiche Krystalle. 
7. D.L. Paranoiker seit vier Jahren | Kein Krystall. 
| Schwache Cholestolreaktion. 
8. B. F. Fortgeschrittene Demenz | Kein Krystall. 
' Schwache Cholestolreaktion. 
0 


9 (€, A. Fortgeschrittene Demenz 
10. B.A. Katatonische D. p. Kein Krystall. 


11. B.  Kataton. D. p. seit emem Jahre | Zahlreiche Krystalle. 
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Fortsetzung. 
a. 
a Cholesterin in der Lumbal- 
fliissigkeil 
12. R.E. Hebephrenische D. p. 0 
13. S.S. Hebephrenische D. p. Seltene Krystalle. 
| Schwache Cholestolreaktion. 
14. P. P. Hebephrenische, katatonische | Zahlreiche Krystalle. 
Dementia praecox 
15. S.A. Hebephrenische D. p. | 0 
16. G.L. Hebephrenische D. p. | 0 


17. F.L. Hebephrenische, katatonische | 
Dementia praecox 


Zahlreiche Krystalle. 


18. L.F. Seit mehreren Jahren in voll- 
standiger Demenz 


0 


if 19. P. Irmo. Hebephrenische D. p. seit Kein Krystal. 
einem Jahre | Evidente Cholestolreaktion. 
20. B.A. D. p. in heftigem Zustande | Viele Krysialle. 
21. S.G. Seit mehreren Jahren Demenz | 0 
22. G.B. Schlufperiode von Demenz 0 


DO 
~ 
ru 
." 


Paranoide D. p. 
25. S.D. Katatonische D. p. seit zwei 
Jahren 


| 
23. R.B. Fortgeschrittene Demenz | 0 
| 
| 
| Zahlreiche Krystalle. 
26. B.D. Hebephrenische, katatonische | 

D. p., seit mehreren Jahren | 

in Demenz | 
27. S.L. Hebephrenische D. p. mit | 0 

Kraimpfen seit vielen Jahren | 


28. B.O. Paranoide D. p. 0 


Manisch-depressive Irresein: 


1. G.J. Depressive Periode | 0 

2. S$.R. Depressive Periode | 0 

3. D.L. M. Erregungsperiode 0 
Pellagra: 


1. C.C. Pellagrése Demenz | 
2. BLA. Pellagra im Anfangsstadium | 0 


3. P.O. Pellagréser Marasmus 
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Apoplektische Demenz: 


1. D.S. Hemiplegie seit mehreren | 0 
Jahren, Demenz 
2. R.S. Beschrankte Encephalo malacie. 0 
Alter Alkoholismus. Demenz 
Alkoholismus: 
1. A.G. Akutes Stadium 0 
2. R.G. Chronisches Stadium 0 
3 B.L. Akutes Stadium | 0 


Aus obigen Tabellen ergibt sich, dai das Cholesterin bis 
jetzt nur in einigen Fallen von progressiver Paralyse, Epilepsie 
und Dementia praecox von mir gefunden wurde, wihrend 
es in anderen Fiillen von manisch-depressivem Irresein, von 
Pellagra, apoplektischer Demenz und Alkoholismus vergeblich 
gesucht wurde. Da die zu diesen letzten Krankheiten gehdrende 
Zahl untersuchter Falle ziemlich gering war, so kénnen wir 
uns noch nicht ganz sicher aufern, ob in deren Lumbalfliissig- 
keit Cholesterin vorhanden sei oder nicht, wie ja auch die 
Aufsuchung dieser Substanz in der Lumbalfliissigkeit bei vielen 
anderen Nerven- und Geisteskrankheiten noch vorzunehmen 
ist. — Vorliufig beschriinke ich mich darauf, nur das folgende 
festzustellen, dai in der Lumbalfliissigkeit der Paralytiker das 
Cholesterin hochprozentig enthalten ist, da in den meisten der 
22 untersuchten Fille etwas von dieser Substanz rein und 
krystallisiert isoliert werden kann, in weiteren 7 Fallen aber 
eine deutliche Liebermannsche Cholestolreaktion zu erhalten 
war. Das heift, man hat das Vorhandensein von Cholesterin 
in 88° o der Fille feststellen kénnen. Es ergibt sich ferner, 
dafi unter 22 untersuchten Epilepsiefallen zehn vorhanden waren, 
in denen das Cholesterin in Krystallen isoliert, und fitinf, in 
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denen die Cholestolreaktion positiv ausfiel, man hat also in 
66 °/o der Fille positiven Erfolg gehabt. 

Endlich haben auch die Untersuchungen bei der Dementia 
praecox ein positives Ergebnis gehabt, da sich in 7 Fiillen 
noch Krystalle zeigten und in 5 Fallen die Cholestolreaktion 
positiv ausfiel. 

Wenn man die einzelnen Untersuchungen genau verfolgt, 
so kommt man zu dem bemerkenswerten Ergebnis, dali die 
Gegenwart von Cholesterin in der Lumbalfliissigkeit mit dem 
Hohepunkt der Krankheit zusammenfiillt. In der progressiven 
Paralyse war es in dem bliihendsten Stadium, in der Epilepsie 
in der Periode, wo die Anfialle am stiirksten sind, in der 
Dementia praecox zur Zeit der heftigen Erscheinungen in den 
ersten Jahren, und in den katatonischen Zustanden, wo ich am 
hiufigsten bei den Cholesterinuntersuchungen positiven Erfolg 
zu verzeichnen hatte. 

Uber den Ursprung dieser Substanz, welche bei normalen 
Zustanden in der Lumbalfliissigkeit nicht enthalten ist, und 
iiber die Frage, wie sie in diese Fliissigkeit hineingelangt, konnen 
wir vorléufig nur Hypothesen éuBern. — Das Cholesterin ist be- 
kanntlich ein Alkohol, der in bedeutender Menge sowohl frei wie 
in chemischer Bindung in der cerebralen und medulliéren Nerven- 
substanz (Baumstark, Thudichum, Biinz, Tebb) gegen- 
wirtig ist. Man kénnte also vermuten, dafi wihrend des Verlaufs 
einer Stoffwechselstorung, und wiahrend ein partieller Schwund 
der Gehirnsubstanz vor sich geht, wie er gewOhnlich im Laufe 
der progressiven Paralyse, der schweren Epilepsie, der Dementia 
praecox vorzukommen pflegt, freies oder gebundenes Cholesterin 
durch die Ependymwand hindurchtritt und in die Lumbalfliissig- 
keit tibergeht. 

Das Vorkommen des von der Zersetzung des Lecithins 
abstammenden Cholins in der Lumbalfliissigkeit wurde auch in 
ahnlicher Weise erklirt (Mott, Halliburton). 

Noch ein Befund, welcher in striktem Zusammenhang mit 
der Gegenwart von Cholesterin in der Lumbalfliissigkeit von 
Paralytikern, schweren Epileptikern und Dementia praecox stehen 
konnte, ist der Erfolg der Wassermannschen Reaktion bei 
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vielen dieser Kranken. In der Tat, wie sich aus Untersuchungen 
von Iscovesco!) und von mir?) ergibt, hat das Cholesterin 
eine grofie antihaimolytische Wirkung; wenn es also auch in 
geringem Quantum in ein himolytisches System eingefiihrt wird, 
verhindert es die Himolyse und zeigt daher in den Wirkungen 
die Wassermannsche Reaktion. 

Ich habe parallele Untersuchungen zwischen demCholesterin- 
gehalt verschiedener Fliissigkeiten und ihrer antikomplemen- 
tiren Wirkung gemacht und habe feststellen kénnen, daf 
die cholesterinreichen Fliissigkeiten die Wassermannsche 3) 
Reaktion geben. 

Zu gleicher Zeit habe ich gefunden, daf in den Korpern, 
die gewoOhnlich als Antigen gelten (Leber von luetischem und 
normalem Foétus) immer Cholesterin enthalten ist, und zwar 
in dem luetischen Organ 10—15 mal mehr als in dem normalen. 

Das Cholesterin spielt also eine nicht unwichtige Rolle 
bei der Reaktion. 


') H. Iscovesco, Les lipoides du sang — La Cholestérine — 
Pouvoir antihemolytique, C. A. de la Soc. de biol., 1908, p.404. 

*) G. Pighini, Sul potere che hanno la colesterina e la sostanza 
nervosa di neutralizzare la emolisi da lecitina e da sieri specifici. Riv. 
sperim. di Jreniatria, XXXIV, fasc. Ul, 1908. 

8) G. Pighini, Cholésterine et reaction de Wassermann. Zentralbl. 
fiir Psychiatrie u. Nerven, 1909. 
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